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Abstrak. Cercospora sp. merupakan jamur penyebab penyakit pada tanaman salah satunya
pada Nepenthes. Pengendalian secara umum yang dilakukan untuk mengurangi penyebaran
penyakit ini dengan menggunakan fungisida sintetis. Bacillus subtilis dan Bacillus megaterium
merupakan bakteri antagonis yang bisa dimanfaatkan sebagai agensia pengendali fitopatogen.
Tujuan penelitian ini adalah untuk menganalisis kemampuan antagonis Bacillus subtilis, B.
megaterium dan kombinasinya dalam menghambat pertumbuhan jamur Cercospora sp.
Penelitian eksperimental ini menggunakan lima perlakuan meliputi kontrol negatif, B. subtilis,
B. megaterium, kombinasi B. subtilis dan B. megaterium serta kontrol positif (fungisida berbahan
aktif Mankozeb). Pengujian antagonis terhadap jamur Cercospora sp. dilakukan dengan metode
sumuran. Analisis data hasil penghambatan pertumbuhan jamur dilakukan dengan ANOVA
satu arah lalu uji Duncan. Jamur Cercospora sp. diisolasi dari tanaman Nepenthes sp. yang
menunjukkan gejala bintik merah. Jamur tersebut memiliki ciri morfologi koloni berbentuk
melingkar dan bergelombang, berwarna putih, miselia seperti kapas, serta memiliki hifa dan
konidia septa. Pemberian perlakuan B. subtilis, B. megaterium dan kombinasi menunjukkan
kemampuan dalam menghambat pertumbuhan Cercospora sp. dengan nilai persentase
hambatan masing-masing sebesar 17,234 + 8,085%, 17,714 + 8,180%, dan 14,770 + 11,245%.
Bakteri B. subtilis, B. megaterium dan kombinasinya mampu menghambat pertumbuhan jamur
Cercospora sp. yang diisolasi dari Nepenthes sp.

Kata kunci: uji antagonis; Bacillus subtilis; Bacillus megaterium; Cercospora sp.

Abstract. Cercospora sp. is a fungus that causes diseases in plants, for example Nepenthes. The common
control to reduce the spread of this disease by using synthetic fungicides. Bacillus subtilis and Bacillus
megaterium are antagonistic bacteria that can be used as agents to control phytopathogens. This research
aimed to analyze the antagonistic ability of B. subtilis, B. megaterium and its combination in inhibiting
the growth of Cercospora sp. This experimental research used five treatments including negative control,
B. subtilis, B. megaterium, the combination and positive control (fungicide with active ingredient
Mancozeb). Antagonist test against Cercospora sp. done by the well method. Data analysis of the growth
inhibition was using one-way ANOVA then followed by Duncan test. Cercospora sp. was isolated from
Nepenthes sp. which shows symptoms of red spots. These fungi have colony morphological characteristics
that are circular, wavy, white, cotton-like mycelia, and have septate hyphae and conidia. B. subtilis, B.
megaterium and the combination treatments showed the ability to inhibit the growth of Cercospora sp.
with the percentage value of resistance respectively 17,234 + 8,085%, 17,714 £ 8,180%, and 14,770
11,245%. B. subtilis, B. megaterium and combination treatments can inhibit the growth of Cercospora
sp. isolated from Nepenthes sp.

Kata kunci: Antagonist test; Bacillus subtilis; Bacillus megtarium; Nepenthes sp.

PENDAHULUAN

Nepenthes merupakan tanaman khas daerah tropis yang memiliki nilai ekonomi karena
keunikan bentuk kantongnya yang bervariasi (Syamswisna, 2009). Kantong Nepenthes memiliki
beragam potensi manfaat, yakni untuk mengendalikan serangga hama (Buch et al.,, 2013); sebagai
bahan makanan, tanaman obat, tanaman hias, dan bagian batangnya sebagai tali pengikat (Sari, 2009).
Potensinya yang beragam mendorong masyarakat berupaya untuk membudidayakannya. Namun,
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pada proses budidayanya terdapat beberapa kendala meliputi teknik perbanyakan yang cukup sulit
serta munculnya hama dan penyakit (Fanani et al, 2015). Salah satu penyakit yang menyerang
Nepenthes yakni bintik merah (red spot) akibat serangan jamur patogen Cercospora sp. (Handoyo dan
Sitanggang, 2009).

Bintik merah (red spot) yang menyerang tanaman Nepenthes ditandai dengan munculnya
bintik-bintik merah pada permukaan daun (Handoyo dan Sitanggang, 2009). Penyakit ini ditularkan
melalui tanah yang lembap serta melalui gulma, selanjutnya menempel pada permukaan daun dan
menyebar pada jaringan tanaman, sehingga menyebabkan daun tidak mampu berfotosintesis (Rachel,
2017). Selain menyebabkan penurunan kemampuan fotosintesis tanaman, penyakit ini juga
menyebabkan penurunan berat akar dan kandungan gula pada tanaman sehingga dapat
menyebabkan kerugian ekonomi yang cukup besar (Skaracis et al., 2010). Pada tanaman hortikultura,
serangan jamur ini menyebabkan penurunan produksi hingga +40% (Prasetyo et al., 2017; Farahat,
2018).

Pengendalian yang paling umum digunakan untuk menekan pertumbuhan dan penyebaran
penyakit ini yakni dengan menggunakan fungisida kimia berbahan aktif propamokarb hidroklorida
dan mancozeb (Handoyo dan Sitanggang, 2009). Fungisida kimiawi dengan bahan aktif tersebut
mampu menekan pertumbuhan Cercospora capsici hingga 87,98% secara in vitro (Thejakumar dan
Devappa, 2016). Namun, penggunaan fungisida kimiawi secara terus menerus dapat menyebabkan
terjadinya resistensi pada jamur serta pencemaran (Sumardiyono, 2008), membunuh organisme non-
target dan mengganggu ekosistem (Kinasih et al., 2017).

Alternatif pengendalian penyakit yang dapat dilakukan yakni memanfaatkan agen hayati
berupa bakteri antagonis dari genus Bacillus (Bacillus subtilis dan Bacillus megaterium). Bacillus subtilis
menghasilkan senyawa antifungi Iturin A, Mikobasilin, Surfaktin, Mikosubtilin dan Fungistatin (Islam
et al., 2012), serta enzim amilase, protease, pullulanase, kitinase, xylanase dan lipase (Morikawa, 2006;
Islam et al., 2012). Bacillus megaterium menghasilkan senyawa antifungi yang mirip dengan Iturin A
(Chen dan Chen, 2010), serta menghasilkan beberapa enzim seperti endoproteinase, fosfolipase A,
glukanase (Bertagnolli et al., 1996) dan, kitinase (Chakraborty et al., 2006).

Bacillus subtilis mampu menghambat pertumbuhan jamur Colletotrichum gloiosporoides dengan
mekanisme menghancurkan dinding sel jamur menggunakan enzim degradatif makromolekul
(protease) yang dihasilkan (Aini et al.,, 2013). Serangan jamur Cercospora beticola pada tanaman bit
mampu dihambat oleh isolat Bacillus RB2 sebesar 70,87% (Arzanlou et al., 2016), dan isolat Bacillus
BacB sebesar 38% (Collins dan Jacobsen, 2003). Kedua bakteri tersebut setelah diidentifikasi
merupakan bakteri B. subtilis. Bacillus megaterium TRS-4 mampu menghambat pertumbuhan jamur
Fomes lamoensis sebesar 81,70 + 2,65%; jamur Sphaerostilbe repens 55,30 = 1,90%; Poria hypobrumea 77,60 +
2,86%, Sclerotium rolfsii 84,09 + 2,66% (Chakraborty et al., 2006). Menurut Manna dan Kim (2018) B.
megaterium KU143 memiliki kemampuan menekan pertumbuhan Aspergillus candidus, A. fumigatus,
Penicillium fellunatum dan P. islandicum dengan menghambat pertumbuhan miselia, perkecambahan
konidia dan pemanjangan tabung perkecambahan.

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis kemampuan antagonis bakteri B. subtilis, B.
megaterium dan kombinasinya dalam menghambat pertumbuhan jamur Cercospora sp.

BAHAN DAN METODE

Alat-alat yang diperlukan yaitu gelas beker 1000 ml sebanyak 5, erlenmeyer 1000 ml
sebanyak 5, cawan petri sebanyak 25 buah, tabung reaksi 35 buah, ose, cork borer 0,5 cm, pembakar
spiritus, korek api, spuit 12 ml 5 buah, kertas label, alumunium foil, plastik wrap, plastik PP, kapas,
spidol, penggaris, timbangan digital magnetic stirer, autoklaf, LAF (Laminar Air Flow), inkubator,
vortex. Bahan-bahan yang diperlukan meliputi media PDA (Potato Dextrose Agar) 1 Liter, media NA
(Nutrient Agar) 500 ml, media NB (Nutrient Broth) 500 ml, isolat bakteri B. subtilis FNCC 0059 dan
isolat bakteri B. Megaterium FNCC 0083, isolat jamur Cercospora sp. yang didapat dari Green House
Anghler Biochem dan diisolasi dari tanaman Nepenthes sp. yang menunjukkan gejala bintik merah (red
spot), aquades 20 liter, klorox 50 ml, alkohol 70% 1 liter, spiritus, fungisida sintetik berbahan aktif
Mancozeb. Penelitian ini dilakukan Maret-April 2020. Isolasi dan identifikasi jamur, uji antagonis dan
analisis dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi C9, Jurusan Biologi (FMIPA-Unesa).

Isolasi jamur Cercospora sp. dilakukan di Laminar Air Flow. Sampel daun Nepenthes sp. yang
memiliki gejala penyakit red spot dipotong dengan ukuran 1x1 cm menggunakan scalpel steril. Sampel
daun kemudian dicuci menggunakan aquades steril, lalu direndam dengan klorox selama 5 menit.
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Selanjutnya, sampel direndam dalam gelas beker berisi alkohol 70% selama 10 detik, lalu dicuci
dengan aquades steril. Sampel daun lalu diletakkan di atas media agar PDA pada cawan petri dan
diinkubasi dalam inkubator pada suhu ruang sekitar 5 hingga 7 hari.

Karakterisasi jamur dilakukan dengan mengamati morfologi jamur (makroskopis) serta
mengamati konidia dan miselium jamur menggunakan mikroskop (mikroskopis) dan mencocokkan
pada buku Illustrated Genera of Imperfect Fungi karya Barnett dan Hunter (1998).

Kultur bakteri yang digunakan adalah B. subtilis FNCC 0059 dan B. megaterium FNCC 0083.
Bakteri B. subtilis FNCC 0059 dan B. megaterium FNCC 0083 diinokulasikan pada media NB didalam
erlenmeyer menggunakan ose, lalu bakteri diinkubasi pada suhu ruang dengan digoyang
menggunakan shaker selama 48 jam. Kultur bakteri B. subtilis yang digunakan 108 CFU/mL (Collins
dan Jacobsen, 2003) dan kultur B. megaterium yang digunakan 108 CFU/mL (Kong et al, 2014).

Untuk membuat kombinasi, bakteri B. subtilis dan B. megaterium masing-masing diencerkan
setengahnya hingga konsentrasi 5x107 CFU/mL. Kombinasi bakteri dibuat dengan perbandingan 1:1
didalam erlenmeyer (Nautiyal ef al., 2006).

Uji antagonis diawali dengan menumbuhkan jamur Cercospora sp. pada media PDA dengan
jarak 1,5 cm dari pusat cawan petri hingga jamur berdiameter 2-4 cm (Altalhi, 2009). Selanjutnya
dengan jarak yang sama pada media PDA dibuat sumuran dengan diameter 5 mm menggunakan cork
bore. Kultur bakteri B. subtilis 108 CFU/mL, B. megaterium 108 CFU/mL dan kombinasi keduanya
dimasukkan ke dalam sumuran sebanyak 100 pL menggunakan mikropipet (Chen dan Chen, 2010).
Pada perlakuan kontrol digunakan akuades steril. Pada kontrol positif digunakan fungisida sintetis
(Mankozeb) 0,002%. Lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 32°C dalam inkubator dan dilakukan
pengamatan penghambatan pertumbuhan jamur.

Penghambatan pertumbuhan jamur Cercospora sp. dilakukan dengan mengamati diameter
jamur pada perlakuan dibandingkan dengan diameter jamur pada kontrol, diukur menggunakan
penggaris lalu dihitung dengan rumus :

_R1-R2

R=
R1

x 100%

Keterangan:
R1. diameter tumbuh jamur perlakuan;
R2. diameter tumbuh jamur kontrol

Data penghambatan pertumbuhan jamur patogen dianalisis dengan One Way ANOVA. Lalu
dilanjutkan dengan Uji Duncan untuk mengetahui perlakuan terbaik yang menghambat
pertumbuhan jamur Cercospora sp.

HASIL

Hasil isolasi jamur Cercospora sp. dari tanaman Nepenthes sp. memiliki ciri makroskopis
morfologi koloni berbentuk melingkar dan bergelombang, berwarna putih, miselia seperti kapas. Ciri
mikroskopis dari jamur Cercospora sp. yang diisolasi dari daun tanaman Nepenthes yakni memiliki hifa
dan konidia bersekat (Gambar 1). Jamur Cercospora sp. yang diisolasi dari Nepenthes sp. memiliki
rerata laju pertumbuhan yang lambat selama 14 hari pengamatan (Gambar 2).

Gambar 1. a. Morfologi koloni; b. konidia jamur Cercospora sp. perbesaran 1000x
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Gambar 2. Rerata diameter pertumbuhan jamur Cercospora sp.

Hasil uji antagonis B. subtils, B. megaterium dan kombinasinya terhadap jamur Cercospora sp.
menunjukkan bahwa setiap perlakuan memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan jamur.
Persentase hambatan pertumbuhan tertinggi sebesar 24,368 + 7,743% pada kontrol positif mankozeb,
sedangkan persentase hambatan pertumbuhan terendah sebesar 0,00 + 0,00% pada kontrol negatif.
Persentase hambatan pertumbuhan oleh B. subtilis dan B. megaterium masing-masing sebesar 17,234 +
8,085% dan 17,714 £ 8,180%; sedangkan persentase hambatan pertumbuhan jamur oleh kombinasi
sebesar 14,770 = 11,245% (Tabel 1). Analisis data persentase penghambatan pertumbuhan jamur
menggunakan uji statistika menunjukkan bahwa data berdistribusi normal dengan nilai signifikansi
(0,188) lebih besar dari nilai a« (0,05), serta varian data homogen yang ditunjukkan dengan nilai
signifikansi (0,367) lebih besar dari nilai « (0,05). Analisis data lalu dilanjutkan dengan ANOVA satu
arah yang menunjukkan bahwa terdapat pengaruh pemberian perlakuan terhadap pertumbuhan
jamur, sebab nilai F hitung (6,374) lebih besar daripada F tabel (2,87). Namun berdasarkan hasil uji
Duncan, pemberian perlakuan B. subtilis, B. megaterium, dan kombinasi sama baiknya dengan kontrol
positif Mankozeb, yang ditunjukkan dengan kesamaan notasi pada Tabel 1.

Tabel 1. Rerata persentase penghambatan pertumbuhan jamur Cercocpora sp.

Persentase Penghambatan (%)

Perlakuan Rerata + SD (%)

1 2 3 4 5
Kontrol negatif 0 0 0 0 0 0,000 + 0,000a
B. subtilis 845 23,66 2247 2326 8,33 17,234 + 8,085P
B. megaterium 9,86 29,03 21,35 18,61 9,72 17,714 + 8,180v
Kombinasi 2,82 21,51 2697 19,77 2,78 14,770 + 11,245P
Mankozeb 18,31 34,41 2921 2442 15,49 24,368 +7,743b

Keterangan :
*1,2,3,4,5=ulangan
* Angka yang ditandai dengan huruf sama tidak berbeda nyata berdasarkan uji Duncan

PEMBAHASAN

Jamur Cercospora sp. merupakan jamur patogen penyebab penyakit bercak merah terhadap
beberapa jenis tanaman hias, pangan, sayuran, serealia, tanaman perkebunan sampai tanaman
kehutanan (Hidayah dan Anggraeni, 2015). Jamur Cercospora memiliki banyak spesies dan
kebanyakan diidentifikasi berdasarkan tanaman inang dan bentuk morfologinya (Ata dan
Papuangan, 2016). Menurut Barnett dan Hunter (1998), beberapa ciri dari jamur Cercospora berupa
konidiofor berwarna gelap, sederhana, muncul dalam kelompok dan keluar dari jaringan daun,
konidia hialin atau abu-abu, berbentuk silindris panjang atau filiform, bersekat, merupakan parasit
pada tanaman dan umumnya menyebabkan penyakit bercak/bintik daun. Lambatnya pertumbuhan
jamur Cercospora sp. berpengaruh terhadap perkembangan penyakitnya. Sumartini (2008)
menyebutkan bahwa penyakit bercak akibat serangan jamur Cercospora sp. memiliki waktu
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perkembangan lambat dan periode laten 13-39 hari. Meskipun demikian, jamur ini merupakan tipe
jamur patogen yang mampu menghasilkan banyak generasi setiap musim tanam (Oerke et al., 2019).

Berdasarkan hasil uji ANOVA (v : 0.05) dapat diketahui bahwa, perlakuan tunggal B. subtilis,
B. megaterium dan kombinasinya berpengaruh terhadap pertumbuhan jamur Cercospora sp..
Berdasarkan hasil uji lanjut Duncan diketahui bahwa antar perlakuan tidak berbeda nyata. Hal ini
menunjukkan bahwa masing-masing perlakuan sama baiknya dalam menghambat pertumbuhan
jamur Cercospora sp.

Genus Bacillus dikenal sebagai salah satu genus bakteri yang memiliki kemampuan untuk
mengendalikan berbagai jenis fitopatogen pada tanaman. Arzanlou ef al (2016) dalam penelitiannya
menyebutkan bahwa isolat Bacillus RB2 yang diisolasi dari rizosfer tanaman bit mampu menghambat
pertumbuhan jamur Cercospora beticola. Collins dan Jacobsen (2003) juga menambahkan bahwa isolat
Bacillus BacB yang diisolasi dari filosfer tanaman bit mampu menghambat pertumbuhan jamur
Cercospora beticola.

Lipopeptida siklik merupakan salah satu senyawa yang dihasilkan oleh genus Bacillus
terutama Bacillus subtilis dan Bacillus megaterium yang memiliki kemampuan sebagai antifungi antara
lain surfaktin, iturin dan fengisin atau plipastatin (Zhang dan Sun, 2018; Cawoy et al., 2014; Santoyo et
al., 2012; Islam et al., 2012; Pueyo ef al., 2009). Iturin, surfaktin dan fengisin dapat mengurangi
perkembangan penyakit oleh jamur patogen (Arroyave-Toru et al., 2017).

Iturin merupakan salah satu lipopeptida siklik yang dihasilkan Bacillus yang memiliki
kemampuan antifungi paling besar (Dunlap et al, 2019). Iturin yang dihasilkan oleh B. subtilis
memiliki mekanisme dengan membentuk campuran molekul-molekul mikroskopis yang bersifat
hidrofilik dan lipofilik sehingga dapat melubangi membran sel jamur dan spora untuk mencegah
pertumbuhannya (Dunlap et al., 2019). Iturin dan fengisin diduga mampu menghambat proses
intraseluler pembentukan toksin pada jamur patogen (Hu et al, 2019); menganggu integritas
membran sehingga menyebabkan terjadinya lisis pada pada miselium dan konidia (Raaijmakers et al.,
2010). Surfaktin mempengaruhi pembentukan germ-tube menjadi abnormal, sehingga jamur tidak
dapat membentuk sel yang digunakan untuk menginfeksi tanaman (Tendulkar et al., 2007).

Bacillus subtilis dan B. megaterium selain menghasilkan senyawa antifungi juga menghasilkan
enzim kitinase (Islam et al., 2012; Chakraborty et al., 2006). Enzim tersebut mampu merusak dinding
sel jamur yang tersusun oleh kitin, sehingga pertumbuhan sel jamur dapat terhambat (Islam et al.,
2012). Collins dan Jacobsen (2003) menyebutkan bahwa isolat Bacillus BACB memiliki kemampuan
mendegradasi kitin dan beta glukan pada dinding sel jamur.

Genus Bacillus memiliki kemampuan untuk menghambat pertumbuhan bakteri gram positif
(Al-Thubiani et al., 2015). Al-Saraireh et al. (2015) menyebutkan bahwa isolat Bacillus 7B1
memproduksi senyawa antibakteri bersifat bakteriostatik, yang memiliki kemampuan menekan
pertumbuhan S. aureus, B. subtilis dan M. luteus. Basitrasin yang dihasilkan oleh genus Bacillus efektif
sebagai antimikroba bakteri gram positif (Al-Thubiani et al., 2015). Meskipun terjadi penekanan
pertumbuhan antara B. subtilis dan B. megaterium, namun kombinasi kedua bakteri tersebut mampu
menghambat pertumbuhan Cercospora sp dengan baik.

Mankozeb merupakan salah satu fungisida kontak yang menghambat pertumbuhan patogen
dengan kontak langsung (Paramita et al, 2014) dan menekan kinerja enzim pertumbuhan jamur
(Kusumadewi et al., 2014). Menurut Sumardiyono (2008), mekanisme kerja mankozeb yakni dengan
mengikat unsur untuk pertumbuhan jamur, serta kandungan didalam fungisida berbahan aktif
tersebut akan diubah oleh tanaman menjadi isotiosianat yang akan mengikat gugus SH pada asam
amino sel jamur sehingga menonaktifkan enzim dalam sel jamur tersebut.

SIMPULAN

Pemberian perlakuan bakteri B. subtilis, B. megaterium dan kombinasinya mampu
menghambat pertumbuhan jamur Cercospora sp. sama baiknya dengan fungisida sintetik berbahan
aktif Mankozeb.
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