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ABSTRACT

Bacterial wilt disease is classified as a disease that is difficult to destroy because it can survive in the soil
for a long time with rapid spread through air, agricultural equipment and others. Planning for biological
control is the use of antagonistic agents derived from the plant rhizosphere. The aim of this research was
to see the bacteria Bacillus sp. and Pseudomonas fluorescens from the rhizosphere of bamboo, elephant
grass and female shame have the ability to inhibit R. solanacearum bacteria. The isolates of this pathogen
were obtained from tomato plants with bacterial wilt symptoms taken from the Farmer Group's land in
Karang Anyar and the bamboo rhizosphere, elephant grass and shy daughter were taken in the Palam
area, Guntung Manggis, Banjarbaru. RAL method with 7 treatments (4 replications). The T1 and T2
treatments were significantly different in causing the inhibition zone to R. solanacearum of 1.15 mm and
0.64375 mm. The ability of Pseudomonas to fluorescence and Bacillus sp. of different rhizosphere have
inhibitory abilities that are not the same as the inhibition zone is visible faint or thin.
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ABSTRAK

Penyakit layu bakteri tersebut tergolong penyakit yang sulit dimusnahkan karena mampu bertahan hidup
di tanah cukup lama dengan penyebaran yang cepat melalui air, peralatan pertanian dan lainnya. Sehingga
diperlukan pengendalian hayati berupa penggunaan agens antagonis yang berasal dari rhizosfer tanaman.
Penelitian bertujuan untuk mengetahui bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas berfluorescens dari
rhizosfer bambu, rumput gajah dan putri malu memiliki kemampuan dalam menghambat bakteri
R. solanacearum. Isolat pathogen ini diperoleh dari tanaman tomat yang bergejala layu bakteri diambil
dari lahan Kelompok Tani di Karang Anyar dan rhizosfer bambu, rumput gajah dan putri malu diambil di
daerah Palam, Guntung Manggis, Banjarbaru. Metode RAL dengan 7 perlakuan (4 ulangan). Perlakuan T,
dan T, berbeda nyata dalam menimbulkan zona hambat terhadap R. solanacearum sebesar 1.15 mm dan
0.64375 mm. Kemampuan Pseudomonas berfluorescens dan Bacillus sp. dari rhizosfer yang berbeda
memiliki kemampuan menghambat yang tidak sama dengan zona hambat terlihat samar atau tipis.

Kata kunci : Bacillus sp., R. solanacearum, Rhizosfer, Pseudomonas berfluorescens

Pendahuluan

Bakteri R. solanacearum memiliki inang
luas (Nasrun et al., 2007) dengan ciri gejala layu
meskipun daun masih hijau karena terhambatnya
penyebaran air dan nutrisi, apabila pangkal batang
dipotong terdapatwarna coklat pada pembuluh
xylem, dapat hidup tanpa ada inang dan tersebar
cepat melalui aliran air tanah serta tanaman mati
dalam waktu cepat. Penyakit ini menyebabkan
kehilangan hasil, penurunan berat basah dan kering

produk akibat adanya infeksi bakteri patogen
(Purnawati et al., 2014).

Pengendalian hayati dilakukan dengan
memanfaatkan mikroba di sekitar perakaran
(Kloepper et al., 1989) seperti P. fluorescens dan
Bacillus sp. yang merupakan bakteri Plant Growth
Promoting  Rhizobacteria  (PGPR), mampu
mengkolonisasi perakaran serta berperan sebagai
agens antagonis (antibiosis, kompestisi ruang dan
kebutuhan nutrisi) (Beneduzi et al., 2012). Bakteri
Bacillus sp. dan P. fluorescens merupakan
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bakteri yang sering digunakan sebagai agens
hayati yang dapat ditemukan disekitar perakaran
Pada beberapa penelitian  diperoleh
informasi bahwa dengan menggunakan
mikroorganisme dari tanaman bambu, rumput
gajah dan putri malu dapat sebagai bakteri
antagonis terhadap penyakit tanaman, sehingga
perlu dilakukan penelitian mengenai Bacillus sp.
dan Pseudomonas berfluorescens dari rhizosfer

yang berbeda, apakah ~mampu  menekan
R. solanacearum.
Metode Penelitian

Penelitian ini memakai metode RAL

dengan 7 perlakuan dan 4 ulangan sehingga

keseluruhan berjumlah 28 cawan petri. Tiap

ulangan terdiri atas 2 satuan percobaan, perlakuan

tersebut yaitu:

To : R.solanacearum

T, : R. solanacearum +
berfluorescens bambu

T, : R.solanacearum + Bacillus sp. bambu

T3 : R. solanacearum +  Pseudomonas
berfluorescens rumput gajah

T4 : R. solanacearum + Bacillus sp. rumput
gajah

Ts : R. solanacearum  +
berfluorescens putri malu

Te : R.solanacearum + Bacillus sp. putri malu

Pseudomonas

Pseudomonas

Persiapan penelitian

Persiapan penelitian berupa sterilisasi alat,
pembuatan media Tetrazolium chlorida (TZC),
pembuatan media NA dan pembuatan media
King’s B.

Pelaksanaan Penelitian

Isolasi R. solanacearum

Isolat yang digunakan berasal dari tanaman
tomat bergejala. Potong bagian pangkal batang,
rendam dengan air steril hingga terlihat ose bakteri.
Celupkan jarum ose steril kedalam air ose bakteri
lalu goreskan pada media TZC. Inkubasi selama +
24-48 jam dan murnikan. Pemurnian dilakukan
dengan mengambil koloni virulen untuk dipindah
pada media TZC baru. Koloni murni R.
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Isolasi  Pseudomonas  berfluorescens  dari
Rhizosfer Bambu, Rumput Gajah dan Putri
Malu

Isolat Pseudomonas berfluorescens diambil
dari masing-masing rhizosfer ditimbang sebanyak
10 g untuk dilakukan pengenceran hingga 107,
Celupkan jarum ose steril dalam suspensi
pengenceran 10, jarum tersebut digorekan pada

King’s B. Inkubasikan (£ 24-48 jam) dan
murnikan. Pemurnian dilakukan dengan
mengambil isolat Pseudomonas berfluorescens

yang berpendar saat pengamatan menggunakan
sinar uv, lalu dipindahkan pada media King’s B
baru. Koloni murni Pseudomonas berfluorescens
uji sifat gram bakteri dengan KOH 3% dengan
hasil pengujian berupa gram negatif.
Isolasi Bacillus sp. dari Rhizosfer Bambu,
Rumput Gajah dan Putri Malu

Isolat Bacillus sp. diambil dari rhizosfer
masing-masing bahan kemudian timbang sebanyak
10 g untuk dilakukan pengenceran sampai 10™.
Ambil pengenceran 10™ suspensi sebanyak 2 ml,
panaskan (80 ‘C) selama 30 menit, ambil sebanyak
5x10 ml sebarkan ke media NA. Inkubasi selama
+ 24-48 jam dan murnikan. Pemurnian dilakukan
dengan mengambil koloni yang tumbuh, dapat
dikatakann Bacillus sp. karena telah melalui
pemanasaan saat isolasi. Koloni murni Bacillus sp.
diuji lebih lanjut dengan melakukan uji sifat gram
bakteri dengan KOH 3% dengan hasil gram positif.
Uji antagonis terhadap R. solanacearum

Pengujian dilakukan dengan mengambil
0,05 ml suspensi R. solanacearum pada kerapatan
10°CFU/mI (Suryadi, 2009) untuk diinokulasikan
pada media NA dengan metode spread. Lubangi
bagian tengah media pada cawan petri
menggunakan cork borer dengan diameter 5 mm
(Surjowardojo et al., 2016). Suspensi Bacilllus sp.
dan Pseudomonas berfluorescens sesuai perlakuan
dengan kerapatan 10'CFU/ml dimasukkan
kedalam sumuran. Amati setiap 12 jam sekali
selama 72 jam (Suryadi, 2009).

Pengamatan

Pengamatan dilakukan dengan melihat zona
hambat dari pertumbuhan R. solanacearum yang
terjadi disekitar sumuran. Berdasarkan penelitian

AT, . Suryadi 2009 zona hambat dihitun
solanacearum diuji lebih lanjut dengan melakukan meg/ unakzgn rurr)1us , g
uji sifat gram bakteri dengan KOH 3% dan 99 rltr2
menghasilkan gram negatif. Zona hambatan :
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Keterangan :
bening
rl = terpanjang
r2 = terpendek
Analisis Data

Data hasil pengamatan diuji menggunakan
uji homogeny ragam Bartlett. Data homogen
dilanjutkan dengan analisis ragam (ANOVA) dan
uji LSD.

dimana r adalah jari-jari pada zona

Hasil dan Pembahasan

Hasil uji kehomogen dalam pengujian zona
hambat menggunakan uji bartlett adalah homogen,
dilanjutkan dengan analisis data (ANOVA) RAL 1
faktor ~ menunjukkan  bahwa  Pseudomonas
berfluorescens dan bakteri Bacillus sp. tidak
signifikan terhadap R. solanacearum, hasil data
tersebut dilanjutkan pengujian beda nyata jujur
(BNJ) taraf 5 % menyatakan bahwa Pseudomonas
berfluorescens dan bakteri Bacillus sp. dari
tanaman bambu menghasilkan data yang signifikan
terhadap R. solanacearum.

Hasil uji BNJ taraf 5 % pada pengamatan
24 jam (Gambar 1) T; sampai Ts merupakan
perlakuan yang signifikan terhadap T, dan Ts yaitu
mampu menghambat pertumbuhan
R. solanacearum namun zona yang dihasilkan
samar. Tj tidak signifikan dengan Ti, T4 dan Ts.
Pada pengamatan 48 jam dan 72 jam (gambar 2
dan 3) memiliki nilai zona hambat yang sama
karena tidak terjadi peningkatan pertumbuhan
bakteri agens. perlakuan T; tersebut merupakan
perlakuan yang signifikan terhadap bakteri R.
solanacearum yang artinya perlakuan tersebut
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Gambar 1. Zona hambat pengamatan 24 jam
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mampu menghambat atau menekan bakteri R.
solanacearum namun tidak terlalu besar zona
hambat yang dihasilkan hanya terlihat samar,
sedangkan perlakuan T3 dan Ts tidak signifikan
terhadap bakteri R. solanacearum yang artinya
perlakuan T3 dan Ts tidak dapat menekan atau
menghambat bakteri R. solanacearum. Hal tersebut
diduga karena bambu merupakan tanaman yang
memiliki daya tumbuh baik pada berbagai jenis
iklim, terdapat mikroorganisme pada rhizosfer
maupun perakaran yang dapat mengkoloni
perakarannya sehingga tahan terhadap patogen.
Hasil uji BNJ taraf 5% pada pengamatan 48
jam dan 72 jam (Gambar 2 dan 3) menyatakan
bahwa perlakuan T, siginifikan terhadap bakteri R.
solanacearum dimana perlakuan tersebut dapat
menghambat  pertumbuhan ataupun menekan
bakteri R. solanacearum, sama halnya dengan
perlakuan T1 bahwa zona hambat yang dihasilkan
samar-samar. Sedangkan untuk perlakuan T, dan
Te tidak signifikan terhadap bakteri R.
solanacearum dimana perlakuan tersebut tidak
dapat menekan atau menghambat pertumbuhan
bakteri R. solanacearum, diduga rhizosfer bambu
memiliki banyak mikroorganisme menguntungkan
dalam mencegah patogen maupun sebagai pemacu
pertumbuhan. Begitu pula dengan bakteri rhizosfer
rumput gajah dan putri malu juga digunakan
sebagai pemacu pertumbuhan meskipun setiap
rhizosfer tanaman terdapat mikroorganisme yang
sejenis namun daya hambat yang dimiliki bakteri
tersebut berbeda-beda (Butarbutar et al., 2018).
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Gambar 2. Zona hambat pengamatan 48 jam
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Gambar 3. Zona hambat pengamatan 72 jam

Mikroorganisme memiliki fase
pertumbuhan yang berbeda-beda terutama pada
media pertumbuhan yang dipengaruhi oleh
komposisi media itu sendiri ataupun saat nutrisi
media telah menipis (Prastika, 2018). Pada
pengamatan 24 jam pertumbuhan bakteri masih
sedikit dimana fase tersebut bakteri mulai
beradaptasi yang disebut fase lag, kemudian
pertumbuhan meningkat (baik bakteri agens
antagonis maupun patogen dalam pengujian
pertumbuhan) yang disebut fase logaritmik atau
eksponensial sehingga pada fase ini dapat terlihat
(samar) zona hambat antar agens antagonis dan
bakteri patogen. Saat 48 jam, pertumbuhan bakteri
masih bertambah namun tidak begitu tampak.
Terlihat nilai zona hambat saat 48 jam dan 72 jam
tidak mengalami kenaikan hal ini kemungkinan
bakteri tersebut sudah berada pada fase stasioner
dimana fase tersebut menunjukkan pertumbuhan
bakteri tetap atau stabil sehingga nilai pengamatan
zona hambat antara 48 jam dan 72 jam sama.

Perlakuan bakteri R. solanacearum yang
ditambahkan bakteri Pseudomonas berfluorescens
(Ty, T3 dan Ts) memperlihatkan adanya zona
hambat  dalam  pertumbuhan  bakteri  R.
solanacearum disekitar lubang sumuran, zona
hambat yang dihasilkan berupa zona bening yang
memberikan jarak antara bakteri agens dengan
bakteri patogen (Gambar 4). Zona bening terjadi

karena bakteri Pseudomonas berfluorescens
mampu menghasilkan zat antibiotik melalui
metabolit sekunder seperti siderofor, Kitinase
antibiotik  dan  sianida  sehingga  mampu

menghambat atau menekan pertumbuhan bakteri
patogen (Istigomah dan Kusumawati, 2018). Pada
perlakuan bakteri R. solanacearum ditambahkan

bakteri  Bacillus sp. (T2, T4 dan Tg)
memperlihatkan adanya zona hambat disekitar
lubang sumuran yang menghambat tumbuhnya
R. solanacearum karena bakteri Bacillus sp. dapat
mengeluarkan zat antibiotik melalui metabolit
sekunder berupa surfactin, fengisin, iturin dan
subtilosin A (Nagorska et al., 2007). Namun
samar-samar hambatan yang dihasilkan bakteri
Pseudomonas berfluorescens dan bakteri Bacillus
sp..

Tiap perlakuan mampu menghambat bakteri
R. solanacearum namun perlakuan yang paling
baik adalah perlakuan yang berasal dari rhizosfer
bambu (T; dan T,;) memberikan hasil yang
signifikan dengan zona hambat yang sangat kecil /
tipis / samar. Kecilnya nilai zona hambat yang
dihasilkan diduga karena setiap rhizosfer memiliki
tingkat kelembaban, suhu maupun pH tanah yang
berbeda sebagai tempat kehidupan mikroorganisme
dan tiap isolatnya menghasilkan senyawa antibiosis
atau zat penghambat yang beragam sesuai dengan
pernyataan Soesanto (2008) bahwa mikroba
antagonis memiliki mekanisme penghambatan
yang tidak sama antara satu dengan lainnya baik itu
mikroba dari bahan organik maupun rhizosfer.
Hasil penelitian Sukmawati (2013) menyatakan
bahwa isolat BT5 (Pseudomonas) dari rhizosfer
bambu menghasilkan daya hambat terbaik
dibandingkan isolat lainnya terhadap pertumbuhan
R. solanacearum dengan diameter lebih dari 3 cm
dan terhadap pertumbuhan Fusarium oxysporum
sebesar 80,68% secara in vitro serta bersifat
antagonis dengan memproduksi toksin ataupun
metabolik sekunder dalam menghambat patogen.

Menurut llyas (2001) dalam Walida et al.

(2018) faktor yang berpengaruh terhadap
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pertumbuhan bakteri yaitu lingkungan (biotik dan
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abiotik), makanan (media tumbuh) dan suhu

Gambar 4. (To) Perlakuan kontrol, (T1) Perlakuan Rs + Pf bambu, (T) Perlakuan
Rs + Bc bambu, (T3) Perlakuan Rs + Pf rumput gajah, (T4) Perlakuan
Rs + Bc rumput gajah, (Ts) Perlakuan Rs + Pf putri malu, (T¢) Perlakuan

Rs + Bc putri malu

(minimum, optimum dan maksimum). Kecilnya
zona hambat dapat pula disebabkan oleh komposisi
media yang digunakan. Media yang kaya nutrisi
akan menjadikan agens tersebut tidak maksimal
dalam penghambatan yang  mempengaruhi
munculnya senyawa antibiotik agens antagonis
karena agens antagonis tidak dapat menghambat
pada suatu media mungkin dapat menghambat
pada jenis media lainnya (Nawangsih, 2006).
Berdasarkan penelitian Moore et al. (2013)
menerangkan bahwa 3 media (NZY agar, NA dan
TSA) tidak menimbulkan zona hambat dari 4
media yang digunakan diduga kondisi dan
komposisi media yang dipakai sehingga bakteri
agens tidak mengeluarkan senyawa antibiosis
dalam menghambat patogen.

Dalam hal ini bukan berarti agens antagonis
tidak mampu menghambat secara in vitro namun
mungkin bisa saja menghambat secara in vivo
sesuai  penelitian  Hersanti et al. (2009)

memperlihatkan bahwa penyakit layu bakteri pada
tanaman kentang dapat dikendalikan dengan
bakteri Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis
dan Trichoderma harzianum secara in vivo tetapi
menurut Supriadi (2011) pengaruh keberhasilannya
masih berubah-ubah karena lemahnya teknologi
pemulasi.

Kesimpulan

Bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas
berfluorescens dari masing-masing rhizosfer dapat
menekan bakteri R. solanacearum dengan zona hambat
yang sangat kecil (tidak signifikan), tetapi perlakuan T,
dan T, adalah perlakuan yang signifikan dalam
menekan bakteri R. solanacearum dibandingkan
perlakuan lainnya.
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