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Abstrak. Ralstonia solanacearum merupakan penyebab penyakit layu bakteri pada tanaman
tomat dan menimbulkan kerusakan bahkan gagal panen pada tanaman yang diserangnya.
Pengendalian secara umum yang dilakukan untuk menekan penyebaran penyakit ini dengan
baktersida yang mengandung bahan aktif streptomisin sulfat. Namun, penggunaan antibiotik
secara terus menerus dapat menimbulkan dampak negatif seperti mengganggu bakteri atau
jamur lain yang hidup disekitar sehingga diperlukannya pengendalian alternatif lainnya.
Bacillus subtilis dan Bacillus megaterium merupakan bakteri yang sering digunakan sebagai
agensia pengendali hayati sehingga dapat digunakan sebagai alternatif dalam mengendalikan
penyakit layu bakteri. Tujuan penelitian ini ialah mendeskripsikan kemampuan B. subtilis
strain FNCC 0059, B. megaterium strain FNCC 0083 serta kombinasi dari kedua bakteri tersebut
dalam menekan pertumbuhan R. solanacearum. Penelitian ini dilakukan melalui uji antagonis
dengan menggunakan metode sumuran dengan perlakuan pemberian kultur B. subtilis strain
FNCC 0059, B. megaterium strain FNCC 0083 serta kombinasi berkomposisi 1:1 dengan
konsentrasi 108 CFU/ml, kontrol positif streptomisin sulfat dan kontrol negatif akuades. Data
dianalisis dengan ANOVA satu arah dan dilanjutkan dengan uji Duncan. Perlakuan B. subtilis
strain FNCC 0059 dan B. megaterium strain FNCC 0083 serta kombinasi menunjukkan bahwa
masing-masing perlakuan dapat menekan pertumbuhan bakteri R. solanacearum dengan nilai
hambatan 16,95 + 2,74 mm, 14,70 + 6,25 mm dan 34,85 + 11,24 mm. Perlakuan yang paling
optimal dalam menghambat R. solanacearum pada penelitian ini ialah perlakuan kombinasi.
Sehingga implikasi dari penelitian ini ialah kombinasi B. subtilis strain FNCC 0059 dan B.
megaterium FNCC 0083 dapat menghambat pertumbuhan R. solanacearum secara in vitro dan
dapat dimanfaatkan sebagai agensia pengendali hayati.

Kata kunci: uji antagonis; Ralstona solanacearum; Bacillus subtilis; Bacillus megaterium

Abstract. Ralstonia solanacearum is the cause of bacterial wilt disease in plants such as tomatoes that
causes damage and even crop failure for the infected plants. The usual treatment to suppress the spread of
this disease is with bactericides containing active ingredient like streptomycin sulfate. However, the
continuous use of this antibiotic may lead to a negative impact such as interfere with other bacteria or
fungi that live in the soil so we need an alternative treatment. Bacillus subtilis and Bacillus megaterium
are bacteria that now days often used as biological control so they can be used as alternatives in
controlling bacterial wilt disease. The purpose of this study was to describe the ability of B. subtilis strain
FNCC 0059, B. megaterium strain FNCC 0083 and the combination of this two bacteria in suppressing
the growth of R. solanacearum (In Vitro). This research was conducted using the well diffusion assay
with B. subtilis strain FNCC 0059 108 CFU/ml, B. megaterium strain FNCC 0083 108 CFU/ml, the
combination of B. subtilis and B. megaterium with a composition of 1:1 103 CFU/ml, streptomycin
sulfate and aquadest as a control. The data were analyzed by one way ANOVA and followed by Duncan
test. The treatment of B. subtilis strain FNCC 0059, B. megaterium strain FNCC 0083 and the
combination showed that each of them could suppress the growth of R. solanacearum with the value of
the percentage of obstacles respectively 16,95 + 2,74 mm, 14,70 * 6,25 mm and 34,85 + 11,24 mm. The
most effective treatment to suppress the growth of R. solanacearum in this study is with the combination.
The implications of this study are B. subtilis strain FNCC 0059 and B. megaterium strain FNCC 0083
can inhibit the growth of R. solanacearum In Vitro and can potentially be used as biological control
agents to suppress the growth of R. solanacearum.
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PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara agraris yang memiliki berbagai macam hasil produk
hortikultura (Liu dan Madiono, 2013). Namun dalam perkembangannya, dalam menghasilkan
produk hortikultura tersebut tidak dapat lepas dari berbagai kendala yang dapat mempengaruhi
produksi. Salah satu penyebab rendahnya produktivitas tanaman hortikultura ialah serangan hama
dan penyakit serta kualitas benih yang kurang baik (Sholeh dkk, 2017). Diantara berbagai macam jenis
penyakit, salah satu jenis penyakit yang sering terjadi pada tanaman hortikultura seperti tanaman
tomat ialah penyakit layu bakteri (Arwiyanto, 2014). Penyakit ini merupakan penyakit yang
disebabkan oleh bakteri Ralstonia solanacearum (Setiawan, 2019).

Serangan bakteri R. solanacearum menimbulkan gejala khas yaitu pada sayatan membujur
batang tanaman yang terinfeksi akan tampak jaringan pembuluh berwarna kuning, coklat terang
hingga coklat tua serta batang menjadi berongga (De Ruiter dan Seminis, 2017). Arwiyanto (2014)
mengelompokan R. solanacearum ke dalam lima ras yaitu ras 1 (kisaran inang luas dan distribusinya di
dataran rendah tropika da subtropika), ras 2 (kisaran inang pada pisang dan Heliconia spp.), ras 3
(menyerang tanaman kentang dan beberapa inang pengganti di daerah tropika dan subtropika), ras 4
(menyerang tanaman jahe), dan ras 5 (menyerang tanaman murbei). Bila berhasil menginfeksi
tanaman, bakteri ini akan memperbanyak diri di jaringan pembuluh xilem dan akhirnya mengganggu
transportasi air tanaman tersebut (De Ruiter dan Seminis, 2017).

Pengendalian yang umum dilakukan untuk menangani serangan bakteri ini yaitu dengan
penggunaan bakterisida, salah satunya ialah bakterisida berbahan aktif streptomisin sulfat
(Arwiyanto, 2016). Pada penelitian Yendeyo dkk (2018), streptomisin sulfat dapat menghambat
pertumbuhan R. solanacearum sebesar 37,67 £ 1,33 mm secara in vitro. Namun menurut Raini (2015),
penggunaan antibiotik yang berlebihan dapat menimbulkan reservoir bakteri yang resisten terhadap
antibiotik tersebut. Selain itu, bakterisida berbahan aktif antibiotik dapat mengganggu mekanisme
biologi bakteri atau jamur lain yang hidup di tanah dan dapat meninggalkan residu pada tanaman
sayuran maupun buah-buahan yang dapat berbahaya bagi kesehatan (Rahayu, 2015; Raini, 2015).

Salah satu alternatif potensial yang dapat digunakan untuk pengendalian penyakit ini yaitu
dengan menggunakan musuh alami atau agensia pengendali hayati (Djaenuddin dan Muis, 2015).
Salah satu contoh agensia pengendali hayati yang dapat digunakan yaitu Bacillus subtilis dan Bacillus
megaterium. Penelitian yang dilakukan oleh Prihatiningsih dkk (2015) menunjukkan bahwa secara in
vivo B. subtilis B315 dapat menurunkan populasi R. solanacearum sebesar 64,9% pada tanaman kentang.
Sedangkan pada pengaplikasian B. megaterium strain NBAII 63 secara in vivo pada penelitian
Sivakumar dan Rangeshwaran (2013) juga berhasil menekan pertumbuhan R. solanacearum pada
tanaman terung. Pada penelitian secara in vitro menurut Sakthivel dkk (2019), B. subtilis strain Bs_Ane
mampu menghambat pertumbuhan R. solanacearum sebesar 10,17 mm. Sedangkan pada penelitian
secara in vitro yang dilakukan Sivakumar dkk (2017), B. megaterium strain NBH63 mampu
menghambat pertumbuhan R. solanacearum sebesar 22 + 2,64 mm. Berdasarkan penelitian-penelitian
tersebut, secara in vitro kedua bakteri tersebut masih lebih rendah dalam menekan pertumbuhan R.
solanacearum dibandingkan dengan penggunaan bakterisida berbahan aktif streptomisin sulfat. Salah
satu solusi yang dapat dilakukan untuk meningkatkan penekanan pertumbuhan bakteri penyebab
penyakit yang dihasilkan ialah dengan menggunakan kombinasi (Nawangsih, 2006). Selain itu,
penelitian menggunakan bakteri B. subtilis strain FNCC 0059 dan B. megaterium strain FNCC 0083
serta mengkombinasikannya belum pernah dilakukan sebelumnya.

Berdasarkan uraian di atas, tujuan penelitian ini ialah mendeskripsikan potensi bakteri B.
subtilis strain FNCC 0059, B. megaterium strain FNCC 0083, dan kombinasi yang terdiri dari B. subtilis
strain FNCC 0059 dan B. megaterium strain FNCC 0083 dalam menekan pertumbuhan R. solanacearum
serta perlakuan manakah yang paling optimal dalam menekan pertumbuhan R. solanacearum.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen yang dilakukan pada bulan April-Juni 2020.
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mirobiologi Jurusan Biologi FMIPA Universitas Negeri
Surabaya.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi LAF (Laminar Air Flow), autoklaf,
inkubator, rotary shaker, tabung reaksi, mikropipet beserta tipnya, erlenmeyer 500 ml dan 50 ml, gelas
beaker 25 ml, serta cawan petri. Sedangkan bahan yang digunakan meliputi isolat bakteri B. subtilis
FNCC 0059 dan B. megaterium FNCC 0083 yang didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi Pangan
Universitas Gajah Mada, isolat R. solanacearum yang didapatkan dari Laboratorium Bakteriologi

LenteraBio, 2021; Volume 10, Nomor 2: 220-225 221
https:/ /journal.unesa.ac.id/index.php/lenterabio/index



Universitas Gajah Mada, Nutrient Agar (pepton 5 g/1, ekstrak daging 3 g/1, agar-agar 12 g/1), Nutrient
Broth (pepton 5 g/1, ekstrak daging 3 g/1) yang ditambahkan pepton 5%, streptomisin sulfat, alkohol
70%, akuades, serta spiritus.

Bakteri B. subtilis FNCC 0059, B. megateriuma FNCC 0083 dan R. solanacearum diinokulasikan
pada media Nutrient Broth yang ditambahkan pepton kemudian diinkubasikan sambil digoyang
menggunakan rotary shaker selama 48 jam. Konsentrasi kultur bakteri R. solanacearum yang digunakan
yaitu 108 CFU/ml (Sakthivel dkk, 2019; Sivakumar dkk, 2017), kultur B. subtilis FNCC 0059 dengan
konsentrasi 108 CFU/ml (Sakthivel dkk, 2019), dan kultur B. megaterium FNCC 0083 dengan
konsentrasi 108 CFU/ml (Sivakumar dkk, 2017). Sedangkan untuk kombinasi, kultur B. subtilis FNCC
0059 dan B. megaterium FNCC 0083 diencerkan setengah dari konsentrasi optimalnya. Setelah tercapai
setengah konsentrasi optimal yaitu 5x107 CFU/ml, kedua bakteri tersebut kemudian dicampurkan
dengan rasio 1:1 (Khan dkk, 2018).

Pengujian antagonis B. subtilis FNCC 0059, B. megaterium FNCC 0083 dan kombinasi terhadap
R. solanacearum dilakukan dengan menggunakan metode sumuran. Kultur R. solanacearum dengan
konsentrasi 108 CFU/ml sebanyak 500 pL dituangkan kedalam cawan petri yang kemudian
ditambahkan media Nutrient Agar sebanyak 15 ml dan dihomogenkan (Xianling dkk, 2008). Setelah
padat, media dilubangi dengan pelubang steril berukuran 5 mm dan kemudian sumuran tersebut
diisi dengan suspensi perlakuan yaitu B. subtilis FNCC 0059, B. megaterium FNCC 0083, kombinasi,
kontrol negatif (akuades), dan kontrol positif (streptomisin sulfat) sebanyak 50 pL (Xianling dkk, 2008;
Djereng dkk, 2017). Cawan petri kemudian diinkubasi pada suhu 30°C selama 2%24 jam.

Penghambatan pertumbuhan R. solanacearum diamati berdasarkan diameter zona hambat
yang dihasilkan oleh B. subtilis FNCC 0059, B. megaterium FNCC 0083, kombinasi, kontrol negatif
(akuades), dan kontrol positif (streptomisin sulfat). Rerata diameter zona hambat didapatkan dengan
menggunakan rumus sebagai berikut (Warbung dkk, 2013):

(Dl — Ds) + (DZ B Ds)

D =
2

Keterangan:

D: Rerata diameter clear zone
D;: Diameter clear zone vertical
Dy: Diameter clear zone horizotal
Ds: Diameter sumuran

Data penghambatan pertumbuhan R. solanacearum dianalisis dengan One Way Anova lalu
dilanjutkan dengan Uji Duncan untuk mengetahui perlakuan terbaik dalam menghambat
pertumbuhan R. solanacearum.

HASIL

Hasil uji antagonis B. subtilis FNCC 0059, B. megaterium FNCC 0083 dan kombinasinya
terhadap bakteri R. solanacearum menunjukkan bahwa masing-masing perlakuan memiliki
kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri. Terlihat pada Gambar 1 (A) (B) dan (C), ketiga
perlakuan tersebut menunjukkan zona hambat terhadap pertumbuhan R. solanacearum. Rerata
diameter hambatan pertumbuhan tertinggi sebesar 34,85 = 11,24 mm pada kombinasi Bacillus.
Sedangkan rerata diameter hambatan pertumbuhan terendah sebesar 0,00 £ 0,00 mm pada kontrol
negatif. Rerata diameter hambatan pertumbuhan oleh streptomisin sulfat sebesar 21,30 + 3,17 mm.
Rerata diameter hambatan pertumbuhan bakteri R. solanacearum oleh B. subtilis FNCC 0059 dan B.
megaterium FNCC 0083 masing-masing sebesar 16,95 + 2,74% dan 14,70 % 6,25 mm (Tabel 1). Analisis
data penghambatan pertumbuhan R. solanacearum menggunakan uji statistika menunjukkan bahwa
data berdistribusi normal dengan nilai signifikansi (0,2) lebih besar dari nilai a (0,05), serta varian data
signifikansi (0,056) lebih besar dari nilai a (0,05). Hasil analisis data menggunakan uji statistika
ANOVA satu arah menunjukkan bahwa F hitung (35,23) lebih besar daripada F tabel (2,87) yang
menunjukkan bahwa terdapat pengaruh pemberian perlakuan terhadap pertumbuhan R.
solanacearum. Berdasarkan hasil uji Duncan, pemberian perlakuan yang paling efektif yaitu perlakuan
kombinasi B. subtilis FNCC 0059 dan B. megaterium FNCC 0083. Sedangkan perlakuan B. subtilis FNCC
0059 tidak berbeda nyata dengan B. megaterium FNCC 0083 dan juga tidak berbeda nyata dengan
kontrol positif streptomisin sulfat. Namun perlakuan B. megaterium berbeda nyata dengan kontrol
positif streptomisin sulfat, yang ditunjukkan dengan kesamaan notasi pada Tabel 1.
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(D) (E)
Gambar 1. Penghambatan pertumbuhan R. solanacearum yang dilakukan oleh (A) B. subtilis FNCC 0059, (B) B.
megaterium FNCC 0083, (C) kombinasi Bacillus, (D) streptomisin sulfat, (E) akuades.
(Sumber: Dokumentasi pribadi, 2020)

Tabel 1. Rerata penghambatan pertumbuhan bakteri R. solanacearum

Perlakuan Rata-rata = sd
Kontrol negatif 0,00 + 0,002
B. subtilis FNCC 0059 16,95 + 2,74bc
B. megaterium FNCC 0083 14,70 + 6,25P
Kombinasi 34,85 +11,244d
Streptomisin sulfat 21,30 £3,17¢
PEMBAHASAN

Ralstonia solanacearum merupakan bakteri patogen tular tanah yang dapat menyebabkan
penyakit layu bakteri pada tanaman yang diinfeksi (Rahayu, 2012). Bakteri ini menginfeksi tanaman
dalam tiga tahap utama yaitu kolonisasi akar, kolonisasi korteks dan penetrasi xilem (Arwiyanto,
2014). Penetrasi ke dalam xilem yang dilakukan R. solanacearum ini menyebabkan penyumbatan pada
pembuluh sehingga aliran air pada tanaman terganggu (Rahayu, 2013). Hal ini mengakibatkan
tanaman yang terinfeksi menjadi layu dan kerdil (Arwiyanto, 2014).

Berdasarkan hasil uji ANOVA (a : 0,05) dapat diketahui bahwa perlakuan B. subtilis FNCC
0059, B. megaterium FNCC 0083, kombinasi Bacillus, dan streptomisin sulfat berpengaruh dalam
menekan pertumbuhan bakteri R. solanacearum. Berdasarkan hasil uji lanjut Duncan, diketahui bahwa
terdapat perlakuan yang berbeda nyata yakni terdapat pada perlakuan kombinasi Bacillus dengan
nilai 34,85 + 11,24 mm. Sedangkan perlakuan B. subtilis FNCC 0059 (16,95 + 2,74 mm) menunjukkan
tidak adanya perbedaan yang nyata dengan B. megaterium FNCC 0083 (14,70 + 6,25 mm) dan kontrol
positif streptomisin sulfat (21,30 + 3,17 mm). Namun, perlakuan B. megaterium FNCC 0083 (14,70
6,25 mm) berbeda nyata dengan kontrol positif streptomisin sulfat (21,30 + 3,17 mm).

Berdasarkan hasil yang didapat, pemberian perlakuan B. subtilis FNCC 0059, B. megaterium
FNCC 0083, kombinasi Bacillus mampu menekan pertumbuhan R. solanacearum. Menurut Pueyo dkk
(2009), beberapa antibiotik yang dihasilkan bakteri genus Bacillus merupakan biosurfaktan seperti
lipopeptida siklik. Menurut Soesanto (2008), B. subtilis menghasilkan senyawa seperti basitrasin,
surfaktin, fengisin, iturin A, polimiksin, difisidin, subtilin, subtilosin dan mikrobasilin. Sedangkan B.
megaterium menghasilkan beberapa senyawa seperti surfaktin, lichenisins, iturin A, fengisins A,
fengisins B (Pueyo dkk, 2009) dan senyawa yang memiliki struktur mirip seperti basitrasin (Al-
Thubiani dkk, 2018).

Senyawa basitrasin merupakan antibiotik polipeptida yang dapat menghambat pembentukan
dinding sel (Kumar, 2017). Basitrasin mengganggu C55-isoprenil pirofosfat yang merupakan
komponen pada dinding sel bakteri dan berfungsi sebagai carrier dalam transfer polisakarida,
peptidoglikan dan lipopolisakarida ke dinding sel bakteri sehingga menyebabkan terganggunya
formasi dari dinding sel bakteri (O’'Donnell dkk, 2015). Surfaktin merupakan lipopeptida siklik yang
efektif dalam merusak dinding sel bakteri (Meena dkk, 2019). Senyawa surfaktin memiliki sifat
amfifilik (hidrofilik dan hidrofobik) seperti detergen pada membran sel dan dapat mengganggu rantai
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asil sehingga menyebabkan hilangnya permeabelitas membran (Reningtyas dan Mahreni, 2015;
Shaligram dan Singhal, 2010). Sedangkan senyawa polimiksin merupakan polipeptida siklik non
ribosomal (Velkov dkk, 2013). Kelompok polipeptida polimiksin terdiri dari lima macam yaitu
polimisin A, polimiksin B, polimiksin C, polimiksin D, polimiksin E (Wanger dkk, 2017). Polimiksin
bersifat antimikroba yang menyerang komponen lipid A dari lipopolisakarida pada membran,
memicu pertukaran fosfolipid dan menghasilkan ketidak seimbangan osmotik yang berujung pada
kematian sel (Velkov dkk, 2013).

Berdasarkan penghambatan yang dilakukan, perlakuan kombinasi Bacillus yang terdiri dari B.
subtilis FNCC 0059 dan B. megaterium FNCC 0083 lebih optimal dalam menekan pertumbuhan R.
solanacearum. Hal ini diduga akibat senyawa polipeptida yang dihasilkan kedua bakteri ini bekerja
sinergis dalam menghambat pertumbuhan R. solanacearum. Menurut Cornelisen dan Bossche (1983),
gabungan senyawa basitrasin dan polimiksin bersifat sinergis. Hal ini didukung oleh Cornelisen dan
Bossche (1983) yang menyatakan bahwa sifat basitrasin yang dapat mengganggu fungsi dinding sel
berkemungkinan dapat meningkatkan aksebilitas polimiksin masuk ke dalam sel. Selain itu menurut
Shank dkk (2011), penumbuhan B. subtilis tipe liar dan B. subtilis mutan spoOA dengan B. megaterium
secara berdekatan tidak terlihat adanya zona bening diantara bakteri tersebut sehingga dapat

disimpulkan bahwa interaksi kedua bakteri tersebut tidak bersifat antagonis.

SIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa perlakuan B. subtilis
FNCC 0059, B. megaterium FNCC 0083, dan kombinasi Bacillus dapat menghambat pertumbuhan R.
solanacearum secara in vitro. Perlakuan dengan menggunakan kombinasi B. subtilis strain FNCC 0059
dan B. megaterium FNCC 0083 merupakan perlakuan yang paling efetif dalam menghambat R.
solanacearum secara in vitro dengan diameter hambatan sebesar 34,85 + 11,24 mm. Sehingga implikasi
dari penelitian ini ialah kombinasi B. subtilis strain FNCC 0059 dan B. megaterium FNCC 0083 dapat
menghambat pertumbuhan R. solanacearum secara in vitro dan dapat dijadikan sebagai agensia
pengendali hayati.
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