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ABSTRACT

Mutations of human insulin and insulin receptor family can lead autosomal dominant syndrome on diabetes, fasting hyperinsulinemia,
and insulin resistant. The aim of this research was to identify mutation types of hINSR gene exon 22 which mutation hot spot region. To
analyze hINSR gene exon 22 of DM patient and control, we isolated DNA from their blood. DNA was then amplified by PCR using a
set of primer for exon 22. PCR product was sequenced by Sequencer and nucleotide sequence analyzed by BLAST analysis. According
to Gene Bank database, hINSR gene has two variant with Gene ID 3643, at chromosome 19p13.3-p13.2, and has 22 exons with mRNA
4200bp. The result of research showed that the mutation types of hINS gene exon 22 of DM patients are point mutation, single base
deletion and substitution. We found mutation of single deletion at Met!?95-> Cys!295 and Glut'390-> Gly'390, also point mutation are
at Met!296 = Ser!296 and Trp!299-> Ala’2%? and Met!389 > Is013%9. Because these two deletion are so close, the polypeptids sequenceof
these changed as frameshifi mutation, normal IR has six amino acids -Met Arg Met Cys Trp Glut- and DM patient has differed the five
amino acids - Cys Ala Ser Ala Gly. According to the mutation of DM patient, the IR protein function against tyrosine kinase become
abnormal, perhaps its were correlated with genetic syndrome of insulin resistance.
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PENGANTAR afinitas yang tidak sama dan ekspresi kedua isoform itu
dijumpai pada jaringan yang berbeda. Hasil penelitian
Mosthaf membuktikan bahwa pada pasien non-insulin-
dependent diabetes mellitus (NIDDM) dijumpai perbedaan
ekspresi kedua tipe INSR, /eve/ mRNA hINSR tipe-A lebih
rendah pada jaringan otot pasien NIDDM dibanding /evel
mRNA hINSR-A pada kontrol normal (Mosthaf ez al, 1991).
Berbagai hasil penelitian menyebutkan bahwa insulin
(INSR) dan insulin growth factor typel receptor (IGF-1R)
meregulasi dua proses kunci pada siklus kehidupan sel
beta, kedua reseptor ini berperan pada saat pre- maupun
post-natal di saat pertumbuhan dan perkembangan suatu
jaringan atau organ (Acilli et al., 2001; Joshi et al., 1996;
Kitamura ef al., 2001).

Kelainan diabetes yang disebabkan oleh abnormalitas
INSR memang jarang tetapi tidak berarti faktor ini bisa
diabaikan. Kelainan pada reseptor ini terjadi kemungkinan
besar memengaruhi abnormalitas metabolik dari mulai
hyperinsulinemia, modest hyperinsulinemia dan kelainan
diabetes yang parah (Greenspan dan Gardner, 2004). Oleh
karena itu, untuk mengidentifikasi kelainan INSR maka
pada penelitian ini perlu dikaji kelainan atau mutasi pada
gen INSR manusia, terutama pada daerah &ot spot mutation
seperti pada gen INSR exon 22.

Insulin reseptor merupakan anggota INSR family
tyrosine kinase, selain insulin-like growth factor typel
receptor (IGF1R) dan insulin receptor-related receptor
(IRR). IR dan IGF1R mempunyai aktivitas biologis yang
sinergi melalui perantara reseptor yang ada di permukaan
sel. Kedua reseptor ini merupakan tyrosine kinase (Tk-ase)
yang meregulasi berbagai signaling pathway melalui serial
aktivitas fosforilasi (series of phosphorilation cascades).
INSR dan IGF1R adalah protein heterotetramik yang
terdiri atas 2 ligand-binding subunit-o. dan 2 subunit-f§
yang masing-masing memiliki domain Tk-ase. Insulin/
Igf1 binding pada extracellular domain menginduksi
autofosforilasi reseptor dan mengaktifkan aktivitas intrinsik
Tk-ase, sehingga substrat menjadi substrat-phosphorylated.
Sedang heterodimerik dari reseptor Ir/Irr diaktivasi oleh
insulin melalui signaling dari aktivitas Tk-ase seperti Ir dan
Igflr (Acilli et al., 2001; Kitamura et al., 2001).

Insulin reseptor pada manusia mempunyai dua isoform,
yaitu hINSR tipe A dan tipe B, yang dihasilkan dari proses
splicing transkrip gen primer dan kedua tipe ini berbeda 12
asam amino yang terdapat pada subunit-o. Kedua isoform
insulin reseptor itu dapat berikatan dengan insulin dengan
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BAHAN DAN CARA KERJA

Penelitian ini dilakukan di 3 lokasi penelitian meliputi
RSSA Malang, LSIH UB, Beberapa Klinik Medik di Malang,
dan Lab. Bioteknologi LIPI Serpong. Sebelum dilakukan
pengambilan sampel tim peneliti mengajukan ethic clearance
(sertifikat laik etik) ditujukan ke komisi etik penelitian medik
di Fakultas Kedokteran UB. Pengambilan sampel darah
dilakukan setelah Sertifikat Layak Etik diperoleh.

Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel darah dan serum dari pasien
penderita diabetes di Bagian Penyakit Dalam RS Saeful
Anwar Malang. Sedangkan sampel kontrol diambil dari
nonpenderita diabetes. Perbandingan sampel antara kontrol
dan penderita DM 3:1 (Fatchiyah dkk., 1998). Semua
sampel baik kontrol maupun penderita diabetes disimpan di
blood storage box untuk dianalisis di laboratorium. Sebelum
pengambilan sampel darah baik kontrol dan penderita
diminta mengisi formulir ”/nform Concern” kesediaan
untuk diambil sampelnya sesuai ketentuan International
Scientific Bioethics. Seleksi dan pengelompokan uji sampel
penderita DM berdasarkan data klinis dari bagian penyakit
dalam RS Saeful Anwar Malang.

Isolasi dan Amplifikasi DNA

Darah perifer diambil dengan jarum BD Vacutainer
precisionGlide multi-sampling yang terpasang pada
vacutainer-EDTA, darah diambil sebanyak 3 ml. Isolasi
DNA dari darah dilakukan dengan sistem purifikasi
menggunakan kolom berfilter (NucleoSpin). DNA yang
diperoleh kemudian diamplifikasi dengan sepasang primer
untuk gen IR exon 22, yaitu F-hINSR-INT21 5’-GAC TCA
CCCAGGACGTGT CCT TC-3’ dan R-hINSR-EX22 5°-
CTCCAGGTTCACAGTTAAATC C-3’, dengan program
amplifikasi denaturasi awal: 94° C, 1 menit, 30 siklus yang
terdiri dari: Denaturation: 94° C, 60 detik, Annealing:
57° C, 90 detik, dan Extension: 72° C, 90 detik, dan diakhir
program post-extension: 72° C, 7 menit (Kodawaki et al,
1990), dengan alat GeneAmp PCR Systems 9700 (Applied
Biosystems). Hasil amplifikasi dielektroforesis dengan gel
agarosa 1,5%.

DNA Sequencing

DNA sampel dari kontrol dan penderita DM disequencing
dengan primer yang sama untuk diidentifikasi mutasi pada
urutan basa nukleotidanya. Sequencing dilakukan di Lab.
Bioteknologi LIPI serpong, dengan menggunakan ABJ
Prism Sequencer (Applied Biosystems) dan GeneAmp PCR
Systems 9700 (Applied Biosystems).

Analisis in Silico
Data sekuen DNA dianalisis secara in silico dengan
program BLAST dan PDP pada website Gene Bank.

HASIL

Berdasarkan database Gene Bank gen hINSR ada dua
macam varian INSR-A dan INSR-B dengan GenelD 3643,
terletak pada kromosom 19p13,3-p13,2 dan mempunyai
22 exon dengan panjang urutan mRNA 4200bp. Adapun
pada ekson 22 merupakan bagian dari Tk-ase domain untuk
ATP-binding site.

NI N2 M P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 K+ K-

Gambar 1. Hasil PCR exon 22 gen INSR pasien DM (P), normal
(N), kontrol positif (K+) dan kontrol negatif (K-).

Met Arg Met Cys Trp Glut
N ATGCGCATGTGCIGGCAAT
DM _TGCGCAAGTGCAGGC_AT

Cys Ala Ser Ala Gly

N FNPKMRPTFLEIVNLLKDDLHPSFPEVSFFH
FNPKMRPTFLEIVNLLKDDLHPSFPEVSFFH
DM FNPKMRPTFLEIVNLLKDDLHPSFPEVSFFH

N SEENKAPESEELEMEFEDMENVPLDRSSH
SEENKAPESEELEMEFEDMENVPLDRSSH
DM SEENKAPeseelemefedmeNVPLDRSSH

Gambar 2. Alignment urutan gen hINSR exon 22 DM pasien
terhadap urutan gen normal. Mutasi titik dan delesi tampak pada
urutan gen pada pasien yang mengakibatkan terjadi perubahan
frameshift mutation susunan poplipeptida. Urutan di bawahnya
adalah urutan asam amino selanjutnya dari TK-ase domain

Pada penelitian ini sampel darah diperoleh dari 40
sampel DM kontrol dan 21 sampel DM dari RS Saeful
Anwar, Malang. Hasil amplifikasi DNA dengan analisis
PCR (Gambar 1) menunjukkan bahwa untuk gen Insulin
receptor (INSR) telah diamplikasi 64 sampel 20 di antaranya
pasien DM memperlihatkan hasil untuk gen hINSR exon
14: 2 homozygote dan 25 heterozygote; gen INSR exon 21:
23 homozygote dan 7 heterozygote; dan hINSR exon 22:
27 homozygote dan 4 heterozygote.
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Gambar 3. Struktur kristal tyrosine kinase pada gen INSR hasil
analisis in silico dari sekuen gen hINSR normal. Tanda panah
tempat terjadinya mutasi frameshift.

Pada exon 22 dijumpai pada pasien DM dengan riwayat
resisten insulin menunjukkan mutasi titik dan delesi tunggal.
Mutasi-mutasi ini mengakibatkan perubahan susunan
asam amino pada reseptor insulin, seperti pada Gambar 2
memperlihatkan hasil analisis program BLAST perubahan
protein yang dihasilkan.

PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini (Gambar 2) pada exon 22 ditemukan
delesi tunggal Met!295>Cys!295 dan Glut!300>Gly!390, dan
substitusi tunggal Met!29 - Ser!29 dan Trp1299—> Alal299
dan Met!389 21501389, Akibat delesi di dua tempat yang
berdekatan menyebabkan perubahan frameshift susunan
asam amino pada INSR normal ada enam asam amino -Met
Arg Met Cys Trp Glut- hasilnya menjadi lima asam amino
- Cys Ala Ser Ala Gly-. Susunan polipeptida pada IR exon
22 ini merupakan bagian INSR yang berada di sitoplasma.
Pada Gambar 3 diperlihatkan struktur kristal ¢yrosine
kinase domain dari hINSR orang normal, pada tanda panah
terputus terjadi frameshifi mutation atau perubahan susunan
asam amino. Perubahan ini diduga menyebabkan fungsi
pada domain Tyrosine Kinase dari protein IR itu berubah.
Kodawaki et al. (1990) melaporkan bahwa mutasi pada
gen insulin receptor exon 22 mempunyai profil genetic
syndrome yang berhubungan dengan resisten insulin,
demikian pula mutasi pada INSR exon 14 (Kodawaki et al.,
1990). Insulin resistan merupakan ketidakmampuan insulin
memproduksi efek biologis secara umum yang diperlukan
pada orang sehat. Selain meregulasi level glukosa darah dan
transportasi asam amino, insulin juga berperan terhadap
metabolisme lipoprotein, proses koagulasi, dan regulasi

otonomik sistem saraf. Insulin juga dapat mengaktifkan
enzim sitoplasmik dan membran, dengan mengubah /level
sintesis dan degradasi berbagai protein dan spesifik mRNA
pada saat pertumbuhan dan perkembangan (Muazevic-
Katanev et al., 2005).

Hasil penelitian menunjukkan terjadi mutasi titik, delesi,
dan mutasi titik pada gen INSR exon 22. Berdasarkan
hasil penelitian ini pada exon 22 ditemukan delesi tunggal
Met!295> Cys1295 dan Glut!300> Gly!300, dan mutasi titik
Met!29 Ser!29 dan Trp!299-> Alal299 dan Met1389 Ss01389,
Akibat delesi di dua tempat yang berdekatan menyebabkan
perubahan frameshift susunan asam amino pada INSR
normal ada enam asam amino -Met Arg Met Cys Trp Glut-
hasilnya menjadi lima asam amino -Cys Ala Ser Ala Gly-.
Susunan polipeptida pada INSR exon 22 ini merupakan
bagian INSR yang berada di sitoplasma. Perubahan ini
diduga menyebabkan perubahan fungsi domain tyrosine
kinase pada protein INSR itu. Mutasi pada gen insulin
receptor exon 22 ini diduga merupakan profil genetic
syndrome yang berhubungan dengan resisten insulin.
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VIABILITAS PSEUDOMONAD FLUORESCENS ISOLAT PF-122
DALAM BEBERAPA FORMULA
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ABSTRACT

The objectives of this research were to examine effect of several formulas on the viability of Pseudomonas Fluorescens isolate Pf-
122. The eight formulations include carriers, additives, and concentration of Pf-122. The efficacy of various formulation in maintaining
the population of Pf-122 in storage was assessed. The result of the viability test of Pf-122 in formula showed that the highest population
of Pf-122 in week 0 was observed on the formula 1, viz the formula with combination of pupuk kandang as carrier and CMC as additive
and Pf-122 at the concentration of 10!0 CFU/ml. The bacterial population of the formula number1 could reach 4.8 x 1019 CFU/formula
and followed by the formulas number 2,3,4,5,6, and 7. The lowest population was observed on the formula number 8 with the density
of 5.8 x 106 CFU/formula. The bacterial population decreased during storage in all of the formulas and even it could not be detected
in the formulas number 3 and 4 after the first week of storage. In the formulas number 1 and 2 survived within 3 months.

Key words: viability, Pseudomonad fluorescens, formulas

PENGANTAR

Pseudomonas fluorescens strain Pf-122 merupakan
salah satu strain yang menunjukkan kemampuan paling
tinggi dalam menekan perkembangan penyakit layu bakteri
dengan metode aplikasi pencelupan akar bibit tembakau.
Aplikasi pengendalian dengan cara pencelupan ini sangat
tidak praktis dan sulit dilakukan pada skala lapangan. Oleh
karena itu, perlu dilakukan penelitian untuk mencari suatu
formula yang paling tepat untuk aplikasinya. Formulasi
untuk agensia hayati mempunyai tantangan khusus karena
bahan aktifnya adalah mikroorganisme yang secara relatif
tidak berubah dan tidak aktif selama penyimpanan tetapi aktif
kembali melakukan metabolisme setelah diaplikasikan.

Tembakau (Nicotiana tabacum L.) merupakan salah
satu komoditas yang cukup penting dalam perekonomian
Indonesia, yaitu sebagai sumber pendapatan petani,
penyerapan tenaga kerja, penunjang industri rokok yang
terkait dengan cukai serta penerimaan devisa negara
(Surachmad, 1998). Salah satu penyebab utama tidak
terpenuhinya target produksi dan mutu tembakau adalah
karena gangguan penyakit layu bakteri yang disebabkan oleh
Ralstonia solanacearum (Smith, 1896) (dahulu Pseudomonas
solanacearum). Di Indonesia, penyakit ini menyebabkan
kerugian yang sangat besar dan intensitas penyakit dapat
mencapai 75%. Pada tahun 1994, tembakau Deli-4 yang layu
karena bakteri menunjukkan angka yang tinggi, berkisar dari
13,5% sampai 53,8% (Arwiyanto, 1995).

Berbagai usaha pengendalian telah diusahakan namun
belum ditemukan cara pengendalian yang efektif dan efisien
sehingga penyakit layu bakteri masih menjadi masalah

terpenting. Salah satu pengendalian yang ramah lingkungan,
dan merupakan komponen yang sangat penting dalam
pengendalian secara terpadu adalah pengendalian biologi.
Penggunaan P. fluorecse yang merupakan organisme
pengkoloni akar yang potensial, telah dilaporkan berhasil
menghambat pertumbuhan patogen terbawa tanah (Fukui
et al., 1994; Pierson dan Weller, 1994). Di antara Plant
Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR), P. fluorescens
mendapat banyak perhatian. Strain dari P. fluorescens
tertentu menunjukkan kemampuannya dalam menekan
perkembangan beberapa penyakit tumbuhan yang
disebabkan oleh patogen terbawa tanah (Raaijmakers
et al., 1995; Schippers, 1992. Hasil penelitian Wuryandari
et al. (2005), penekanan penyakit layu R. solanacearum oleh
P. fluorescens isolat Pf-122 yang dilakukan pada tomat
dengan metode pencelupan selama 30 menit mampu
menekan penyakit layu sebesar 60%.

Aplikasi pengendalian dengan cara pencelupan yang
telah dilakukan dirasakan tidak praktis pada skala lapangan.
Menurut Vidhyasekaran dan Muthamilan (1995), metode
pencelupan pada bibit tidak praktis karena sulit dalam
penanganannya, transportasi dan penyimpanannya serta
dari segi ekonomi kurang menguntungkan. Oleh karena itu,
diperlukan metode yang lebih efektif dalam pengendalian
penyakit layu bakteri yaitu berupa formula dengan bahan
aktif bakteri untuk pengendalian penyakit layu tanpa
menghambat pertumbuhan tanaman bahkan akan dapat
memperbaiki produksinya.

Produk mikroorganisme sebagai agens pengendali
biologi sebaiknya dalam bentuk yang mudah digunakan
oleh petani, untuk itu perlu diformulasikan. Formulasi
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dari mikroorganisme ini sebaiknya dapat disalurkan ke
petani dalam bentuk yang akrab dan tidak perlu peralatan,
teknologi, atau teknik aplikasi baru. Formulasi pada
umumnya berupa tepung untuk penyemprotan, butiran,
pelet atau berupa bubuk untuk penyerbukan (Butt ef al.,
1999). Formulasi untuk biopestisida bakteri dapat berupa
cairan atau formulasi kering (Boyetchko et al., 1999).
Aplikasi formula P, fluorescens dengan bahan dasar talk dan
gambut bahan organik) pada benih akan menaikkan populasi
bakteri tersebut di rizosfer sehingga dapat memberikan
pengendalian biologi terhadap patogen akar karena strain
tersebut mempunyai kemampuan untuk mengkoloni akar
pada waktu perkecambahan benih (Vidhyasekaran dan
Muthamilan, 1995). Dengan demikian maka pseudomonad
fluorescens yang telah mengkoloni akar diharapkan mampu
melindungi akar dari serangan R. solanacearum sejak awal
pertumbuhan bibit.

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh
berbagai formula antara konsentrasi pseudomonad
fluorescens isolat Pf-122 dan bahan pembawa pupuk
dengan teknik penyalutan benih dan pelet terhadap viabilitas
pseudomonad fluorescens isolat Pf-122.

BAHAN DAN CARA KERJA

Penelitian dilakukan di laboratorium Penyakit
Tumbuhan, dan Screen House program studi [lmu Hama
dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, UPN
”Veteran” Jawa Timur. Bakteri patogen yang digunakan
adalah R. solanacearum. Adapun bakteri antagonis adalah
Pseudomonad fluorescens isolat Pf-122 yang selanjutnya
disebut Pf-122. Bahan-bahan yang digunakan dalam
pembuatan formula (pelet dan pil-benih) selain Pf-122
dengan konsentrasi 1019, 109 CFU/ml, juga bahan pembawa
pupuk kandang dan pupuk organik plus, serta bahan aditif
Carboxyl Methyl Cellulose (CMC) 1%.

Komposisi bahan pembawa pupuk organik plus antara
lain adalah kompos daun, serbuk gergaji, pupuk kandang
sapi, kompos biji kapuk, endapan lumpur, dan guano.
Adapun pupuk kandang terbuat dari campuran pupuk
kandang dan humus tanaman. Bahan pembawa dihaluskan
dan disaring dengan saringan berukuran 30 mm selanjutnya
disterilkan dengan oven suhu 60° C selama 4 jam.

Proses Penyalutan Benih

Sebelum pengujian, perlu dilakukan penyalutan
benih. Proses penyalutan benih dilakukan dengan
mengkombinasikan bahan pembawa, bahan aditif atau
bahan perekat serta inokulum bakteri antagonis Pf-122.

Benih tembakau sebelum disaluti didesinfeksi dengan

NaOCI selama 30 detik kemudian dikeringanginkan
(Gamliel dan Katan, 1992). Benih tersebut diletakkan pada
cawan petri berdiameter 15 cm, dan agar benih terpisah
satu sama lain cawan petri digoyang-goyang. Bakteri
Pf-122 dalam bahan aditif disemprotkan secara merata
pada benih, selanjutnya ditaburi secara cepat dengan bahan
pembawa. Untuk mengambil sekaligus menjaga agar
benih tersaluti satu per satu oleh bahan pembawa maka
pengambilan digunakan kuas dengan gerakan berputar-
putar atau melingkar. Butiran pada tahap pertama tersebut
masih kecil karena bahan pembawa masih sedikit yang
menempel. Setelah dioven lebih kurang 5—10 menit pada
suhu 35° C untuk membantu penempelan bahan pembawa,
butiran diambil dan diletakkan pada cawan petri yang
telah diberi kertas steril, selanjutnya digoyang-goyang
agar terpisah satu sama lain. Penyemprotan dan penaburan
dilakukan seperti pada tahap pertama. Proses yang sama
dilakukan sampai tahap 5 sehingga ukuran diameter
benih yang disaluti mencapai lebih kurang 1,5 mm. Hasil
penyalutan benih tembakau dari berbagai formula yang
berupa butiran selanjutnya disebut pil-benih. Formulasi
tersebut sekaligus digunakan sebagai perlakuan untuk
pengujian selanjutnya.

Pembuatan Pelet

Proses pembuatan pelet dilakukan dengan
mengkombinasikan bahan pembawa, bahan aditif atau
bahan perekat serta inokulum bakteri antagonis Pf-122.
Bahan pembawa yang telah dibersihkan dan dihaluskan
selanjutnya dicampur dengan bahan aditif CMC yang telah
dicampur bakteri P. fluorescens dengan konsentrasi 109
dan 1019 CFU/ml, dimasukkan pada alat pembuat pellet
sehingga campuran yang terbentuk berupa granul atau
butiran yang agak lonjong.

Hasil pembuatan pelet dari berbagai formula yang
berupa butiran selanjutnya disebut pelet. Formulasi tersebut
sekaligus digunakan sebagai perlakuan untuk pengujian
selanjutnya. Semua formula yang dibuat sebanyak 8
formula, yaitu Formula no 1 (F1): Pelet Kandang 1010,
F2: Pelet Kandang 109, F3: Pelet Organik 1010, F4: Pelet
Organik 109, F5: Pil-benih Kandang 1010, F6: Pil-benih
Kandang 109, F7: Pil-benih Organik 1010, F8: Pil-benih
Organik 10° CFU/ml.

Viabilitas Pf-122 dalam Pil-benih dan Pelet

Untuk mengetahui pengaruh perlakuan penyalutan
benih dan pelet pada formula pada perlakuan terhadap
daya tahan hidup Pf-122, maka dilakukan penghitungan
populasi Pf-122 pada interval waktu tertentu. Penelitian
dilakukan pada benih yang telah disaluti atau benih dalam
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pil-benih dan pelet, tetapi benih tidak ditanam dalam
persemaian. Benih dalam pil-benih disimpan pada suhu
kamar. Dinamika populasi bakteri Pf-122 diamati dengan
interval 1 minggu. Sepuluh butir benih yang telah disaluti
atau pelet dengan berat 0,02 g dimasukkan ke dalam tabung
reaksi yang berisi 9 ml 0,1 M buffer fosfat pH 7 ditambah
0,1% pepton. Tabung reaksi kemudian digojog selama
15 menit dan didiamkan selama 5 menit, suspensi bagian
atas diambil 1 ml dan dilakukan seri pengenceran. Dari tiap
seri pengenceran diambil 0,1 ml dan ditumbuhkan pada
medium King’s B dalam cawan Petri. Biakan diinkubasikan
pada suhu kamar selama 48 jam. Populasi bakteri Pf-122
dihitung dalam satuan CFU/pil-benih. Setiap perlakuan
diulang 3 kali.

HASIL

Viabilitas Pseudomonas fluorescens Pf-122
dalam Pelet

Berdasarkan hasil penghitungan populasi bakteri P.
Sfluorescens Pf-122 dalam formula pelet setiap interval
waktu satu minggu, dapat diketahui daya tahan hidup atau
viabilitas bakteri antagonis P. fluorescens Pf-122 dalam
pelet. Hasil dari penghitungan populasi bakteri alam
formula pelet dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Viabilitas Pseudomonas fluorescens Pf-122 dalam

pelet

Keterangan:

Formula no. 1 = F1 = PK10!0 = formula pelet pupuk kandang
konsentrasi Pf 1010

Formula no. 2 = F2 = PK10° = formula pelet pupuk kandang
konsentrasi Pf 10°

Formula no. 3 = F3 = PO10!° = formula pelet pupuk organik
konsentrasi Pf 1010

Formula no. 4 = F4 = PO10? = formula pelet pupuk organik
konsentrasi Pf 10°

Viabilitas Pseudomonas fluorescens Pf-122
dalam pil-benih

Berdasarkan hasil penghitungan populasi bakteri
P fluorescens Pf-122 dalam formula pil-benih setiap
interval waktu satu minggu, dapat diketahui daya tahan
hidup atau viabilitas bakteri antagonis P. fluorescens Pf-122
dalam pil-benih. Hasil dari penghitungan populasi bakteri
alam formula pil-benih dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Viabilitas Pseudomonas fluorescens Pf-122 dalam
pil-benih

Keterangan:

Formula no 5 =F5=PK10!0 = formula pil-benih pupuk kandang
konsentrasi Pf 1010

Formula no 6 = F6 = PK10? = formula pil-benih pupuk kandang
konsentrasi Pf 109

Formula no 7 =F7 = PO10!? = formula pil-benih pupuk organik
konsentrasi Pf 1010

Formula no 8 = F8 = PO10% = formula pil-benih pupuk organik
konsentrasi Pf 109

PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil yang ditampilkan pada Gambar 1 dan
2, populasi awal Pf-122 dalam pelet tertinggi adalah formula
no 1 (F1), yaitu formula pelet dengan bahan pembawa
pupuk kandang bahan aditif CMC dan konsentrasi Pf 1010
CFU/ml. Populasi awal pada formula nomor 1 (F1) dapat
mencapai 4,8 x 1019 CFU/ml, kemudian diikuti formula
nomor F 2, F3, F4, F5, F6, F7, dan terendah formula
nomor 8 (F8) dengan populasi hanya 5,8 x 106 CFU/ml.
Populasi tersebut menurun seiring dengan lamanya
penyimpanan pada semua formula, bahkan pada formula
nomor 3 (F3) dan F4 pada minggu pertama penyimpanan
populasinya sudah tidak terdeteksi. Populasi Pf-122 pada
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formula nomor 1 (F1) dan 2 (F2) terlihat masih bertahan
sampai minggu ke-12 (Gambar 1). Menurut Mc Guire
(2000) bahwa populasi Pf dalam formula penyalutan saat
awal adalah 106 CFU/ml, turun sampai 103 CFU/ml dalam
waktu 24 jam.

Dari ke-8 formula tersebut di atas yang dapat bertahan
sampai lebih dari 4 minggu adalah formula yang bahan
pembawanya pupuk kandang. Adapun yang membedakan
tingginya populasi adalah selain pengaruh konsentrasi
Pf-122 juga jenis formulanya. Semakin tinggi konsentrasi
Pf-122 yang digunakan pada saat pembuatan formula,
semakin tinggi populasi Pf-122 yang teramati pada formula.
Hal tersebut sesuai dengan hasil penelitian Wuryandari
(2004), bahwa semakin tinggi konsentrasi Pf-20 yang
digunakan pada saat pembuatan formula yaitu penyalutan
benih semakin tinggi populasi Pf-20 yang teramati pada
formula pil-benih. Formula berupa pelet lebih tinggi
populasinya dibandingkan formula pil-benih pada
konsentrasi bakteri awal yang sama.

Apabila ditinjau dari komponen bahan pembawa, maka
bahan pembawa yang baik untuk membuat formula baik
yang berupa pelet maupun pil-benih adalah pupuk kandang.
Hal tersebut terlihat bahwa dengan konsentrasi dan bahan
aditif yang sama, apabila bahan pembawa yang digunakan
pupuk kandang maka populasi Pf-122 akan jauh lebih tinggi
dibandingkan bahan pembawa pupuk organik plus. Hal
tersebut mungkin disebabkan karena pH dari kedua bahan
pembawa berbeda, pH pupuk kandang 7 lebih sesuai untuk
pertumbuhan Pf-122 dibandingkan pupuk organik plus
yang pH-nya 6,1. Selain itu, pada pupuk organik plus yang
komponen penyusunnya terdiri dari bahan yaitu kompos
daun, serbuk gergaji, pupuk kandang sapi, kompos biji
kapuk, dan endapan lumpur laut mungkin memengaruhi
vabilitas Pf-122. Adanya penurunan populasi Pf-122 yang
sangat cepat, mungkin dapat disebabkan oleh beberapa
hal yaitu di antaranya endapan lumpur laut yang diambil
dari laut yang sudah tercemar yang secara otomatis juga
berdampak negatif pada daya tahan hidup Pf-122. Faktor
lain yang dapat memengaruhi viabilitas Pf-122 adalah serbuk
gergaji salah satu komponen pupuk organik plus mungkin
belum terdegradasi sempurna sehingga keadaan tersebut
tidak dapat digunakan sebagai sumber nutrisi bagi Pf-122.

Viabilitas Pf-122 dalam pelet maupun pil-benih lebih
tinggi dan lebih lama pada formula dengan bahan pembawa
pupuk kandang dibandingkan pada pupuk organik plus.
Viabilitas Pf-122 pada formula nomor 1 (F1), yaitu formula
pelet dengan komposisi bahan pembawa pupuk kandang,
bahan aditif CMC, dan konsentrasi Pf-122 101 CFU/ml,

mempunyai daya hidup yang paling tinggi, yaitu dapat
bertahan hidup sampai 12 minggu.

Berdasarkan hasil uji viabilitas Pf-122 dalam formula,
maka dapat diketahui bahwa daya tahan hidup bakteri Pf-
122 dalam formula relatif tidak lama. Dengan demikian
maka pembuatan formula untuk usaha pengendalian
penyakit layu bakteri pada tembakau harus langsung
diaplikasikan, tidak dapat disimpan lama karena populasi
bakteri Pf-122 dalam formula telah turun dan tidak
efektif lagi untuk berkompetisi dengan patogen Ralstonia
solanacearum penyebab penyakit layu.
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