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ABSTRAK. Layu fusarium yang disebabkan oleh Fusarium oxysporum pada tanaman anggrek dapat menimbulkan kerusakan
tanaman hingga mencapai 40%. Bakteri antagonis B 37 dan B 26 hasil isolasi dari tanaman anggrek efektif mengendalikan penyakit
layu fusarium pada tanaman anggrek masing-masing sebesar 65,3 dan 48,9%. Isolat bakteri tersebut belum diidentifikasi, diuji
kompatibilitasnya, dan diaplikasikan masih dalam bentuk biakan murni. Tujuan penelitian ini ialah: (a) mengidentifikasi secara
biokimia isolat bakteri B 26 dan B 37, (b) mendapatkan formulasi bahan pembawa organik yang kompatibel dengan isolat bakteri
B 26 dan atau B 37, serta (c) mengendalikan F. oxysporum pada tanaman anggrek Phalaenopsis dengan menggunakan kedua bakteri
tersebut yang sudah dikemas dalam bahan pembawa. Hasil penelitian menunjukkan bahwa (a) hasil identifikasi secara biokimia bakteri
B 26 dan B 37 ialah Bacillus spp., (b) semua bahan aktif calon biopestisida (Bacillus spp. B26 dan B 37) kompatibel terhadap bahan
pembawa dari bahan alami yang mengandung karbohidrat dan protein minimal, tetapi kurang kompatibel pada media pembawa dari
bahan alami yang mengandung karbohidrat dan protein optimal serta air steril, dan (c) perlakuan Bacillus spp. B26 atau B37 dalam
media pembawa yang mengandung karbohidrat dan protein minimal atau disuspensikan dalam air (disuspensikan dalam air setiap
akan dilakukan perlakuan) yang diaplikasikan dengan merendam benih selama 1 jam yang kemudian diikuti dengan penyemprotan
tanaman setiap 7 hari, efektif mengendalikan penyakit layu fusarium pada anggrek Phalaenopsis.

Kata kunci: Phalaenopsis; Fusarium oxysporum, Identifikasi; Kemangkusan; Biopestisida

ABSTRACT. Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum on orchid plants caused damage plants up to 40%. Antagonistics
bacteria isolate B37 and B26 effectively control fusarium wilt on orchids respectively by 65.3 and 48.9%. The isolates has not been
yet identified, tested for compatibility and are applied in the form of a pure culture. Purposes of the study were (a) identify bacteria
isolates of B26 and B37 biochemically, (b) obtain isolates of Bacillus spp. B26 and or B 37 are compatible with the organic carrier,
and (c) controlling of F. oxysporum on Phalaenopsis orchid plant by using both the bacteria that have been packaged in a carrier.
The results showed that (a) results of biochemical identification, biopesticide active ingredient B 26 and B 37 concluded as bacteria
of Bacillus spp., (b) all biopesticides active ingredient (Bacillus spp. B 26 and B 37) are compatible to the carrier material that
contains carbohydrates and protein minimum, but not in carrier contains carbohydrates and protein optimum, as well in sterile water,
and (c) the treatments of Bacillus spp. B 26 or B 37 were suspended in carrier of natural ingredients that contains carbohydrates and
protein minimum or in sterile water (suspended in the water each will be treated) were applied by means of dipping of seedling for
1 hour and followed by spray on plants every 7 days, consistently suppress fusarium wilt on Phalaenopsis orchids.
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Tanaman anggrek merupakan komoditas pertanian
yang bernilai ekonomi tinggi, karena tanaman ini dapat
menjadi sumber pendapatan yang potensial bagi pelaku
usaha dan devisa negara. Permasalahan utama dalam
peningkatan produktivitas tanaman tersebut ialah
layu fusarium. Layu fusarium pada tanaman anggrek
disebabkan oleh Fusarium oxysporum (Djatnika 2012)
dan dapat menimbulkan kerusakan tanaman hingga
mencapai 40% (Nuryani et al. 2004). Hal tersebut
sangat merugikan, oleh karena tanaman anggrek sangat
dekat bersentuhan dengan manusia (misalnya di ruang
tamu) sehingga patogen tersebut harus dikendalikan
dengan menggunakan pestisida yang ramah lingkungan
seperti biofungisida berbahan aktif mikrob antagonis.

Biofungisida merupakan produk agro-input
berbahan aktif mikrob hidup (seperti bakteri atau
cendawan yang bersifat antagonis terhadap jasad

sasaran), digunakan untuk mengendalikan atau
menekan pertumbuhan dan perkembangan cendawan
patogen. Hanudin ef al. (2011) melaporkan bahwa
biofungisida cair berbahan aktif Bacillus subtilis dan
Pseudomonas fluorescens dengan bahan pembawa
bahan organik efektif dapat mengendalikan penyakit
layu fusarium pada anyelir. Dalam percobaan lain,
biobakterisida berbahan aktif bakteri antagonis B7 dan
B 30 berbahan pembawa organik yang mengandung
protein dan karbohidrat terbukti kompatibel dan efektif
mengendalikan penyakit busuk lunak (Pectobacterium
carotovorum pv. carotovorum) pada anggrek dengan
persentase penekanan masing-masing sebesar 41,55
dan 33,45% (Djatnika et al. 2011). Pada tahun 2010
telah dilakukan isolasi mikrob dari beberapa lokasi
pertanaman hias. Setelah diuji sifat antagonistiknya,
diperoleh dua isolat bakteri antagonis nomor B 26
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dan B 37 yang efektif mengendalikan layu fusarium
pada anggrek. Persentase daya hambat kedua bakteri
antagonis tersebut terhadap layu fusarium masing-
masing sebesar 48,9% dan 65,3% (Djatnika 2012).
Isolat bakteri antagonis B 26 dan B 37 yang belum
diidentifikasi dan belum menggunakan bahan pembawa
yang kompatibel sehingga diaplikasikan masih dalam
bentuk biakan murni yang disuspensikan dalam air
suling. Hal ini, apabila diaplikasikan oleh petani
sangat sulit karena sifat biakan murni bakteri antagonis
dalam suspensi air suling cepat mengalami mutasi dan
degradasi sehingga tidak dapat disimpan lama. Oleh
karena itu, perlu melakukan identifikasi kedua isolat
bakteri tersebut, mencari bahan pembawanya yang
kompatibel, dan efektif mengendalikan £ oxysporum
pada tanaman anggrek.

Tujuan penelitian ini ialah (a) mengidentifikasi
secara biokimia bakteri isolat B 26 dan B 37 yang
efektif mengendalikan F. oxysporum patogenik pada
tanaman anggrek Phalaenopsis, (b) mendapatkan
formulasi bahan pembawa organik (sebagai prototipe
formulasi biofungisida) yang kompatibel dengan
bakteri antagonis B 26 atau B 37, dan (¢) mengendalikan
F. oxysporum patogenik pada tanaman anggrek
Phalaenopsis dengan menggunakan kedua bakteri
tersebut yang sudah dikemas dalam bahan pembawa.
Hipotesis penelitian ini ialah bakteri isolat B 26 dan
B 37 yang akan diketahui identitas taksonominya
kompatibel dengan bahan pembawanya yang berasal
dari campuran bahan tanaman yang mengandung
karbohidrat dan protein, serta efektif mengendalikan
layu fusarium pada tanaman anggrek Phalaenopsis.

BAHAN DAN METODE

Waktu dan Tempat

Penelitian dilakukan sejak bulan April 2012 sampai
dengan Maret 2014, di Laboratorium Biokontrol dan

Bakteriologi serta Rumah Kaca Balai Penelitian
Tanaman Hias (Balithi) Segunung (1.100 m dpl.).
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini ialah
isolat bakteri antagonis B 26 dan B 37 yang potensial
mengendalikan layu fusarium pada tanaman anggrek
hasil isolasi dari tanaman angggrek (Djatnika et al.
2010). Sebagai pembanding menggunakan isolat BHN
4 dan Pf 18 yang merupakan koleksi Laboratorium
Bakteriologi Balithi. Untuk memperbanyak F.
oxysporum patogenik menggunakan media potato
dextrose agar (PDA), sedang untuk memperbanyak
B 26 dan B 37 menggunakan media nutrient agar
(NA) dan King’s B (media KB), serta satu set media
untuk identifikasi bakteri antagonis. Uji kemangkusan
biofungisida menggunakan Phalaenopsis kelompok
Midi yang berasal dari meryclone berumur 3 bulan
dalam individual pot. Media pertumbuhan tanaman
berupa campuran pakis, spagnum, dan arang
kayu. Menggunakan pupuk majemuk cair, hormon
pertumbuhan, dan insektisida. Penelitian ini terdiri
atas tiga subkegiatan, yaitu: (1) identifikasi biokimia
isolat bakteri antagonis, (2) uji kompatibilitas antara
bahan aktif dan bahan pembawa biofungisida, dan
(3) uji kemangkusan kandidat formulasi biofungisida
terhadap layu fusarium pada anggrek Phalaenopsis.

Identifikasi Biokimia Isolat Bakteri Antagonis (B
26 dan B 37) yang Efektif Mengendalikan Fusarium
oxysporum pada Anggrek Phalaenopsis

Dua isolat bakteri antagonis (B 26 dan B 37) serta
satu isolat pembanding dari kelompok Bacillus subtilis
nomor isolat BHN 4, dan satu isolat pembanding dari
kelompok fluorescens (Pseudomonas fluorescens
nomor isolat Pf 18) dibiakan pada media NA dan
KB. Setelah mendapatkan biakan murni, kemudian
dilakukan pengujian ciri - ciri koloni berdasarkan
metode Price ef al. (1999) di antaranya: bentuk,
diameter, warna, elevasi, dan tepian (Gambar 1),
setelah itu dilakukan identifikasi lanjutan.
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Gambar 1. Acuan ciri - ciri bentuk koloni bakteri (warna, elevasi, dan tepian) (Reference of characteristics

of form bacteria colonies) (Price et al. 1999)
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Identifikasi lanjutan secara biokimia dilakukan
berdasarkan metode Cowan & Steel’s (1974) yang
meliputi: reaksi gram, uji Levan, oksidase, pektinase,
arginin hydrolase, dan hypersensitivitas pada daun
tembakau (uji LOPAT).

Uji Kompatibilitas Antara Bahan Aktif dan Bahan
Pembawa Biofungisida Organik dalam Pengendalian
E oxysporum pada Anggrek Phalaenopsis

Kompatibilitas yang dimaksud dalam percobaan
ini merupakan kemampuan mikrob untuk hidup dan
bertahan di dalam suatu media dalam waktu tertentu
dengan tidak menurunkan efektivitasnya dalam
mengendalikan patogen sasarannya. Kompatibilitas
bahan aktif dalam bahan pembawa, diuji berdasarkan
viabilitasnya. Kriteria kompatibel antara bahan aktif
dan bahan pembawa didasarkan pada kemampuan
spesies mikrob antagonis bertahan hidup di dalam satu
media pada kondisi tertentu yang dibandingkan dengan
kontrol (air steril) dan efektif mengendalikan patogen,
dalam hal ini F oxysporum pada Phalaenopsis.

Tata letak percobaan disusun dengan menggunakan
rancangan acak lengkap (RAL), terdiri atas tujuh
kombinasi perlakuan (Tabel 1) dengan tiga ulangan.
Perbanyakan propagul bakteri antagonis disiapkan
dengan cara sebagai berikut: biakan murni B 26 dan
B 37 yang telah dikoleksi di Laboratorium Biokontrol
Balithi Segunung, masing-masing ditumbuhkan pada
media NA dan KB, kemudian diinkubasikan. Setelah
diinkubasikan dalam inkubator bersuhu 30 + 2°C
selama 24 jam, kemudian diambil tiga /oop penuh
dan disuspensikan ke dalam 10 ml air steril, dikocok
menggunakan vorteks supaya homogen sehingga
terbentuk suspensi dengan kerapatan 10'? cfu/ml. Satu
ml suspensi isolat tersebut dituangkan ke dalam 500
ml media nutrient broth (NB) di dalam erlenmeyer
berkapasitas 750 ml, kemudian dihangatkan di dalam
penangas air bersuhu 30°C sambil digoyang pada
kecepatan 3 rpm selama 24 jam.
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Sel bakteri kemudian dipanen setelah dilakukan
sentrifugasi dan disuspensikan ke dalam akuades steril.
Selanjutnya 10% dari larutan propagul tadi dimasukkan
ke dalam media perbanyakan massal.

Media perbanyakan massal sebagai bahan pembawa
biofungisida. Bahan organik yang mengandung protein
dan karbohidrat, dicuci, direbus, dan disterilkan pada
suhu 121°C dengan tekanan 1,5 psi selama 15 menit
menggunakan autoklaf, kemudian didinginkan. Setelah
medium basal selesai dibuat, kemudian 10% suspensi
bakteri antagonis kerapatan 10° cfu/ml dituangkan
ke dalam medium tadi sesuai perlakuan, selanjutnya
difermentasikan selama 10 hari, kemudian dihitung
jumlah koloni bakterinya yang telah berkembang.

Pengamatan yang dilakukan meliputi, pengamatan
viabilitas dihitung melalui pengenceran berseri
berdasarkan metode Hsu et al. (1994) yang dimodifikasi.
Biopestisida ini disimpan pada suhu ruang (25 + 2°C)
dan pengamatan viabilitas bahan aktif dilaksanakan
sebanyak tiga kali, yaitu sebelum fermentasi, sesaat
setelah fermentasi berakhir (0 bulan pascafermentasi),
dan 1 bulan setelah fermentasi.

Populasi bakteri antagonis dihitung menggunakan
colony counter “Suntex” Model CC-560, nomor
seri : 930 801 828. Kompatibilitas mikrob antagonis
ditentukan berdasarkan kriteria standar mutu
biopestisida yang dikeluarkan oleh Pusat Perlindungan
Varietas Tanaman dan Perizinan Pertanian, Kementerian
Pertanian Republik Indonesia (2011). Menurut Basuki
& Suharyanto (2003) populasi bahan aktif harus dapat
bertahan disimpan minimal selama 6 bulan dengan
populasi paling sedikit 107 cfu/ml dan masih efektif
mengendalikan patogen sasaran.

Uji Kemangkusan Kandidat Biofungisida Berbahan
Aktif Bakteri Antagonis terhadap F. oxysporum
pada Anggrek Phalaenopsis

Isolat bakteri yang telah dibiakkan pada media
NA atau KB, masing-masing disuspensikan ke

Tabel 1. Kombinasi perlakuan antara bahan aktif dan pembawanya terhadap viabilitas bakteri antagonis
(Combination the active ingredient and the carrier on the viability of bacterial antagonist treatments)

(;::;?’:::2;) Keterangan (4Annotation)
B, M, B,= Bakteri isolat nomor B 26
B, M, B, = Bakteri isolat nomor B 37
Bl M3
B, M, M, = Media pembawa dari bahan alami yang mengandung karbohidrat dan protein minimal
B, M, M, = Media pembawa dari bahan alami yang mengandung karbohidrat dan protein optimal
B, M, M, = Air suling steril
Kontrol (M,) * Media pem‘pawa merupake.m air rebusar} rumpu.t laut (sumber karbohidrat dan protein) d?n ikan teri
(Control) (sumber protein) yang telah diblender (masing-masing 1% untuk M , dan 20% untuk M,). Media pembawa

yang efektif direncanakan untuk diajukan hak patennya
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dalam bahan organik yang mengandung karbohidrat
dan protein minimal (M) atau optimal (M,).
Selajutnya semua perlakuan (kecuali perlakuan
kontrol) diaplikasikan pada tanaman anggrek (Tabel 2).
Varietas anggrek yang digunakan ialah Phalaenopsis
kelompok Midi yang dibiakkan secara meryclone
berumur 7 bulan setelah inisiasi, bunga berwarna putih
diperoleh dari perusahaan anggrek PT Ekarya Graha
Flora Cikampek. Anggrek ditanam dalam pot plastik
diameter 20 cm, berisi campuran spagnum, pakis, dan
arang (1:1:1 dalam volume). Anggrek dipelihara dalam
kondisi terkontrol di rumah kaca biokontrol, sesuai
standar operasional prosedur (SOP) budidaya anggrek.

Unit percobaan yang digunakan ialah setiap
tanaman anggrek. Jumlah perlakuan 20 (Tabel 2)
dengan tiga ulangan. Setiap unit terdiri atas lima
tanaman anggrek sehingga jumlah tanaman yang
digunakan pada percobaan ini 300 tanaman individual
pot. Aplikasi biofungisida dilakukan secara dipping
akar selama 1 jam yang dilakukan 2 hari sebelum
diinokulasi F. oxysporum, dan dilanjutkan dengan cara
penyemprotan atau kocor setiap 15 hari sampai dengan
tanaman berbunga (Duijff ef al. 1999 ).

Pengamatan yang dilakukan dalam percobaan ini
meliputi: (1) waktu inkubasi (WI) dan (2) intensitas

serangan (IS) penyakit layu. Waktu isian adalah saat
penetrasi patogen sampai dengan munculnya gejala
serangan layu yang diamati setiap hari, dimulai 1
hari setelah inokulasi (HSI) sampai seluruh tanaman
anggrek pada perlakuan kontrol terinfeksi, sedangkan
IS adalah kisaran intensitas serangan patogen, diamati
setiap 7 hari sampai 4 bulan setelah tanam (BST)
diperoleh dari data jumlah tanaman layu (JTL).

Data JTL dihitung dengan menggunakan rumus
berikut: P = (Jtl/Jtp) x100%, di mana Jtl = jumlah
tanaman layu/ulangan, Jtp = jumlah tanaman/
ulangan. Data yang dikumpulkan dianalisis dengan
menggunakan program STX, dan untuk mengetahui
perbedaan rerata antarperlakuan akan digunakan uji
jarak berganda Duncan pada taraf nyata 95%. Selain
pengamatan tersebut di atas, dihitung persentase
penekanan dan frekuensi konsistensi keefektifan akibat
aplikasi biofungisida sebagai bahan pertimbangan
kriteria efikasi.

Frekuensi konsistensi keefektifan menunjukkan
tingkat stabilitas keefektifan suatu perlakuan dalam
rentang waktu pengamatan tertentu (pada penelitian
ini antara 24 sampai dengan 114 HSA), terhadap
parameter pengamatan tertentu. Dalam penelitian
ini dihitung berdasarkan data waktu inkubasi yang

Tabel 2. Kombinasi perlakuan bakteri, media pembawa, dan waktu aplikasi (Combination of bacterial,

carrier, and time application treatments)

Perlakuan (Treatments)

Keterangan (4Annotation)

B M W, B1= Bakteri antagonis no isolat B 26
B, M, W, B2= Bakteri antagonis no isolat B 37
BMW B3= Fungisida propamokab hidroksida 722 g/l
Bl Ml W3 .= Media pembawa dari bahan alami yang mengandung karbohidrat dan protein minimal
L ,= Media pembawa dari bahan alami yang mengandung karbohidrat dan protein optimal
B, M, W, M,= Air suling steril
1

Bl MZ W3
Bl M3 Wl
Bl M3 WZ
Bl M3 W3
BZ Ml Wl
BZ Ml WZ
BZ Ml W3
B2 M2 Wl
BZ MZ W2
B2 M2 W3
BZ M3 Wl
B2 M3 WZ
BZ M3 W3
B, M, W= Pembanding
(Comparison)

Kontrol/air steril (Control/
sterile water)

W = Aplikasi formulasi bakteri antagonis dilakukan 2 hari sebelum inokulasi ¥, oxysporum,
tanpa diikuti dengan celup benih (hanya satu kali aplikasi)

W = Aplikasi formulasi bakteri antagonis dilakukan 2 hari sebelum inokulasi . oxysporum,
dengan cara celup benih selama | jam, kemudian diikuti dengan cara spraying pada
jaringan tanaman (akar, batang dan daun) interval 7 hari

W.= Aplikasi formulasi bakteri antagonis dilakukan 2 hari sebelum inokulasi £ oxysporum
dengan celup benih selama | jam, kemudian diikuti dengan cara spraying pada jaringan
tanaman (akar, batang dan daun) interval 14 hari

* Media pembawa merupakan air rebusan rumput laut (sumber karbohidrat dan protein) dan

ikan teri (sumber protein) yang telah diblender (masing-masing 1% untuk M1, dan 20%
untuk M2). Media pembawa yang efektif direncanakan untuk diajukan hak patennya

Persentase penekanan dihitung berdasarkan rumus: PP = X(K - T)/K) x 100 %, di mana PP = persentase penekanan, K = kontrol, dan T=

perlakuan
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lama, penekanan intensitas serangan di bawah kontrol
dan signifikansinya yang tinggi, serta kompatibilitas
antara bahan aktif dengan bahan pembawanya, dan
populasi bahan aktif pada pengamatan 7 bulan setelah
fermentasi yang paling besar.

Setiap perlakuan yang menunjukkan keunggulan
(efektif) pada kolom frekuensi diberi nilai 1, sedangkan
sebaliknya diberi nilai 0, kemudian masing-masing
perlakuan frekuensi keunggulannya dijumlahkan.
Perlakuan yang menunjukkan frekuensi keunggulan
yang paling besar, dinyatakan perlakuan yang paling
konsisten keefektifannya dalam menekan layu
fusarium pada anggrek.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi Biokimia Isolat Bakteri Antagonis
(B 26 dan B 37) yang Efektif Mengendalikan F
oxysporum pada Anggrek Phalaenopsis

Hasil identifikasi biokimia menunjukkan bahwa
semua isolat yang diuji (B 26 dan B 37) masing-masing
pada umur 2 hari setelah investasi, warna koloni
krem dengan ukuran 2-3 mm (sama dengan isolat
pembanding BHN 4), kecuali isolat pembanding P,
Sfluorescens nomor isolat 18 berwarna hijau berpendar
pada media KB dengan ukuran yang sama seperti isolat
lainnya (Gambar 2). Hal ini disebabkan oleh pyoverdins,
yaitu zat pengkelat besi yang diproduksi oleh bakteri
kelompok fluorescens yang tumbuh pada media yang
miskin ion besi (Alemu 2013). Adapun bentuk, tepian,
dan elevasi koloni semua isolat menunjukkan bundar,
licin, dan timbul agak kasar, kecuali Pf 18 (isolat
pembanding) dengan tepian timbul dan halus. Isolat B
26, B 37, dan BHN 4 menujukkan reaksi gram positif
(+), sedangkan Pf 18 ber-gram negatif (Tabel 3).

Dinding sel gram negatif terdiri atas tiga lapisan,
sedang gram positif hanya satu lapisan homogen.
Susunan kimia dinding sel bakteri gram positif 86%
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atau lebih terdiri atas mukopeptide dan senyawa-
senyawa polisakarida sederhana, seperti asam teichoat
(Leoff et al. 2009). Salah satu sifat polisakarida ialah
terbentuknya gel apabila bereaksi dengan KOH (Ahmed
et al. 2015). Pada bakteri gram negatif kandungan
mukopeptidenya 3 — 12% dari total bobot kering (Pedro
& Cava 2015).

Mukopeptide adalah senyawa kimia yang tersusun
dari unit n-acetyl glucosamine (nag) dan n-acetyl
muramic acid (nam) yang terikat dalam susunan b,
1-4 (Markiewicz & Popowska 2011). Kompleks
mukopeptide sering disebut dengan nama murein
(Vollmer & Joachim 2004). Berdasarkan hasil identifikasi
tersebut, B 26 dan B 37 disimpulkan sebagai bakteri
genus Bacillus spp. Menurut Zaim et al. (2013), Bacillus
sp. menghasilkan senyawa metabolit volatile yang dapat
menekan pertumbuhan hifa F. oxysporum sampai 40%,
dan pada uji skala pot isolat bakteri itu mampu menekan
intensitas penyakit layu pada tanaman Cicer arietinum
yang disebabkan F. oxysporum antara 60 sampai dengan
90%, dan pada pengujian lapangan dapat menekan
sampai 98%.

Selain dapat menekan penyakit, isolat bakteri juga
dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman C. arietinum.
Kedua bakteri kandidat bahan aktif biofungisida,
Bacillus spp. tidak bersifat fitopatogenik. Hal tersebut
berdasarkan hasil uji pada tanaman tembakau keduanya
tidak menimbulkan gejala penyakit (Tabel 3). Dengan
demikian, kedua bakteri itu aman terhadap pertumbuhan
tanaman dan dapat digunakan sebagai biofungisida.

Uji Kompatibilitas antara Bahan Aktif (Bakteri B
26 dan B 37) dan Bahan Pembawa Biofungisida
Organik dalam pengendalian F oxysporum pada
Anggrek Phalaenopsis

Pengamatan terhadap kompatibilitas bahan
aktif biopestisida dalam bahan pembawa telah
dilaksanakan sebanyak delapan kali, yaitu 1 hari
setelah pembuatan biopestisida atau 0 bulan, dan

Tabel 3. Karakteristik biokimia beberapa isolat bakteri antagonis (Biochemistry character of some

antagonistics bacteria isolates)

Pertumbuhan koloni pada media King’s B

.Kode (i oo ety e ) Reaksi Degra(.ias1 Hipersensivitas Kemmpu_lan
isolat Uk gram pektin pada tembakau  (Conclusion)
(Isolates ( Dia:tiﬁ;:zlr) Bentuk  Warna Tepian Elevasi (Gram (Pectine (Hypersensitivity Genus
code) mm (Form)  (Color)  (Periphery) (Elevation) reaction) degradation) in tobacco)
B 26 2-3 Bundar Krem Licin ag:l;lllin IE;slar + - - Bacillus spp.
.. Timbul .
B 37 2-3 Bundar Krem Licin agak kasar + - - Bacillus spp.
. Timbul .
BHN 4 2-3 Bundar Krem Licin agak kasar + - - Bacillus spp.
PrIg 23 Bundar Hijau Licin Timbul Pseudomonas
berpendar fluorescens
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Koloni B 26 pada media King’s B

Koloni B 37 pada media King’s B

Gambar 2. Pertumbuhan bakteri isolat B 26 dan B 37 pada media King’s B (Growth of isolates bacteria

B 26 and B 37 on B King’s media)

setiap bulan hingga 7 bulan setelah fermentasi.
Tolok ukur pengamatan kompatibilitas ialah jumlah
populasi bakteri bahan aktif (B 26 dan B 37) di dalam
media pembawa (media pembawa dari bahan alami
yang mengandung karbohidrat dan protein minimal
(M)) dan media pembawa dari bahan alami yang
mengandung karbohidrat dan protein optimal (M,)
dibandingkan dengan populasi bakteri bersangkutan
yang disuspensikan ke dalam air steril (M,).

Data hasil penghitungan dinamika populasi bakteri
B 26 dan B 37 disajikan pada Tabel 4. Pada Tabel
tersebut diketahui bahwa populasi awal (0 bulan)
bakteri bahan aktif rerata 10'? cfu/ml, menurun
menjadi 10*— 10° cfu/ml pada 7 bulan setelah
pembuatan. Semua bakteri bahan aktif biopestisida (B
26 dan B 37) kompatibel terhadap bahan pembawa M,
keculai terhadap M, dan M, karena populasi bahan
aktif biofungisida setelah 7 bulan disimpan ialah
10° cfu/ml (lebih besar dari yang disyaratkan oleh
Pusat Perlindungan Varietas Tanaman dan Perizinan
Pertanian (2011), yaitu 107 cfu/ml). Sejalan dengan
hal tersebut, Pusat Perlindungan Varietas Tanaman
dan Perizinan Pertanian, Kementerian Pertanian
Republik Indonesia (2011) menjelaskan bahwa
apabila suatu produk biopestisida akan dikomersilkan
maka formulator diwajibkan memberikan informasi
sifat mutu dari produk tersebut. Adapun informasi
mutu yang diperlukan ialah kompatibilitas dan
viabilitas bahan aktif dalam bahan pembawa,
efektivitas terhadap patogen sasaran serta daya
simpan. Informasi daya simpan merupakan tolok
ukur masa kedaluwarsa dari produk tersebut, yaitu
paling sedikit tahan disimpan selama 6 bulan dengan
kandungan bahan aktif minimal 107 cfu/ml (Basuki
& Suharyanto 2003).
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Populasi bakteri B 26 dan B 37 yang disuspensikan
dalam media pembawa M, dan M, setelah disimpan
selama 7 bulan masing-masing yaitu 10° cfu/ml (B
26 M,, 10° cfu/ml (B 26 M,), 10°cfu/ml (B 37 M,),
dan 10* cfu/ml (B 37 M,). Hal ini diduga disebabkan
oleh bakteri bahan aktif biopestisida tidak kompatibel
terhadap bahan pembawa yang mengandung bahan
makanan optimal (M,) dan yang sama sekali tidak
mengandung bahan makanan (M, = air suling steril).

Pada media yang mengandung bahan makanan
optimal menyebabkan pertumbuhan bakteri bahan
aktif sangat cepat sehingga menimbulkan pertumbuhan
populasi yang sangat cepat pula. Dengan adanya
peningkatan populasi bakteri dalam suatu media, akan
terjadi kompetisi ruang dan makanan sehingga akan
berakibat saling menekan satu sama lainnya. Hal ini
berakibat penurunan populasi pada 7 bulan setelah
pembuatan biopestisida menjadi 10° cfu/ml pada
media M,.

Pada media M, populasi bakteri B 26 dan B 37,
menurun drastis pada pengamatan 7 bulan. Populasi
awal 0 bulan masing-masing 10" cfu/ml, menurun
menjadi masing-masing 10° dan 10* cfu/ml pada akhir
pengamatan. Hal ini diduga disebabkan bakteri tersebut
tidak berkembang, akibat tidak adanya cadangan
makanan di dalam media.

Uji Kemangkusan Biofungisida Berbahan Aktif
Bakteri Antagonis terhadap Fusarium oxysporum
pada Anggrek Phalaenopsis

Serangan F. oxysporum pada tanaman anggrek
Phalaenopsis menunjukkan gejala luar berupa
layu pada sejumlah daun. Hal ini diduga karena
terganggunya jaringan xilem ke seluruh bagian
tanaman sebagai akibat terjadinya kerusakan jaringan
tersebut (Zhang et al. 2015). Menurut Selim & El-
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Tabel 4. Dinamika populasi agens biokontrol dalam berbagai komposisi formulasi biopestisida (Population
dinamics of biocontrol agents in various biopesticide formulation composition)

Perlakuan Populasi bakteri pada bulan ke- (Population of bacteria in-month), cfu/ml
P p P
(Treatments) 0 1 2 3 4 5 6 7
B26 M, 4,7+2,5x10"2  3,7+1,2x 10" 9,545, 7x 10" 4,7429x 10"  7,9+5,5x 10"  7,746,1x10"°  6,9+5,7x10° 6,1+5,0 x 10°
B26M, 3,7+2,1x10”  9,745,6 x 10" 7,7+3.9x 10" 9,8+7,3x 10"  7,7+4,7x10°  5,7+4,2x 10°  8,7+6,3x10® 7,945,2 x 10°
B 26 M, 53+3,5x10%  7,9+6,7x 10"  6,3+29x10°  43+3,1x 10° 53+39x 107 7,545,7x 10°  8,3+7,2x10° 5243,7x 10°
B37M, 3,5+1,7x10"  2,5+1,3x 10" 9,547, 7x 10" 7,5+5,7x 10" 5,5+3,5x 10" 3,5+25x10'°  8,7+6,2x10° 7,5+5,3 x 10°
B37M, 3,3+1,2x10”  9,3+82x 10"  7,3+52x 10" 9,3+7,9x 10"  33+2,1x10° 59+3,7x 10°  3,3+1,7x107 3,742,3 x 10°
B37M, 5,15+43,7x10?  7,144,7x 10" 5,143,5x 10" 7,9+3,5x 10°  7,1+6,7x 107  4,143,5x 10°  4,9+2,5x10° 5,143,9 x 10*
Kontrol/
air steril
(Control/ 0 0 0 0 0 0 0 0
sterile water)
o . . . . 10° cfu/ml =
Kompatibilitas bakteri antagonis No. isolat B26 terhadap media M, pada pengamatan 7 bulan setelah pembuatan Kompatibel
10° cfu/
Kompatibilitas bakteri antagonis No. isolat B26 terhadap media M, , pada pengamatan 7 bulan setelah pembuatan ml = Tidak
kompatibel
10° cfu/
Kompatibilitas bakteri antagonis No. isolat B26 terhadap media M, , pada pengamatan 7 bulan setelah pembuatan ml = Tidak
kompatibel
- . . . . 10° cfu/ml =
Kompatibilitas bakteri antagonis No. isolat B37 terhadap media M, , pada pengamatan 7 bulan setelah pembuatan kompatibel
106 cfu/
Kompatibilitas bakteri antagonis No. isolat B37 terhadap media M, , pada pengamatan 7 bulan setelah pembuatan ml = Tidak
kompatibel
10* cfu/
Kompatibilitas bakteri antagonis No. isolat B37 terhadap media M, , pada pengamatan 7 bulan setelah pembuatan ml = Tidak
kompatibel

B 26 = Bacillus spp. no isolat 26

B 37 = Bacillus spp. no isolat 37

M, = Media pembawa dari bahan alami yang mengandung karbohidrat dan protein minimal (Media formulation of natural ingredients that

contain minimum carbohydrates and protein)

M, = Media pembawa dari bahan alami yang mengandung karbohidrat dan protein optimal (Media formulation of natural ingredients that

contain carbohydrates and protein optimum)

Gammal (2015), kelayuan tanaman yang terinfeksi
Fusarium disebabkan oleh toksin asam fusarat
yang diekskresikan oleh patogen tersebut selama
proses infeksi. Toksin ini dapat menghambat fungsi
mitokondria dan menekan enzim katalase, serta
mengganggu membran sel yang dapat mengakibatkan
kebocoran ion.

Intensitas serangan F. oxysporum pada tanaman
Phalaenopsis bervariasi bergantung pada kemangkusan
masing-masing perlakuan. Intensitas serangan tersebut
bergeser antara 6,03 dan 68,27%, dengan waktu
inkubasi berkisar antara 24 dan 25 hari setelah aplikasi
(HSA) (Tabel 5). Perlakuan B 26 yang disuspensikan
ke dalam media pembawa dari bahan alami yang
mengandung karbohidrat dan protein minimal dan
diaplikasikan dengan cara spraying pada jaringan
tanaman (akar, batang, dan daun) interval 7 hari
(BMW,),BMW,BMW,BMW,, dan perlakuan
pembanding (B,M,W,) menunjukkan waktu inkubasi
yang paling lama, yaitu 25 HSA, sedangkan waktu
inkubasi perlakuan lainnya ialah 24 HSA dan di antara
perlakuan tersebut tidak berbeda nyata. WI adalah
waktu yang diperlukan oleh suatu patogen dimulai

sejak penetrasi pada tanaman inang sampai timbulnya
gejala penyakit (Aliah ef al. 2015). Di samping itu
WI dapat menunjukkan tingkat keefektifan suatu
pengobatan (Khaerati & Thwan 2011), yaitu apabila
W1 lama (tinggi), maka obat tersebut cenderung efektif
mengendalikan patogen dan sebaliknya.

Pada pengamatan umur 24 sampai dengan 114 HSA
(tujuh kali pengamatan), tampak bahwa perlakuan
B 37 yang disuspensikan ke dalam media pembawa
dari bahan alami yang mengandung karbohidrat dan
protein minimal, diaplikasi 2 hari sebelum inokulasi
fusarium, dengan cara celup benih selama 1 jam,
kemudian diikuti dengan cara spraying pada jaringan
tanaman (akar, batang, dan daun) interval 7 hari
(B,M,W,), merupakan perlakuan yang paling efektif
mengendalikan layu fusarium dengan intensitas
serangan yang paling rendah dan persentase penekanan
yang paling besar (masing-masing 42,20% dan
38,19%).

Intensitas serangan perlakuan tersebut tidak
berbeda nyata dengan intensitas serangan dan

penckanan pada perlakuan B M, W, ,dan perlakuan
pembanding (B,M,W,) dengan intensitas serangan
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Tabel 5. Waktu inkubasi dan intensitas serangan layu fusarium pada Phalaenopsis yang mendapat perlakuan
beberapa formulasi biopestisida yang berbeda (Incubation times and fusarium wilt disease intensity
on Phalaenopsis which have had different biopesticide formulation)

Waktu inkubasi Intensitas penyakit layu fusarium pada anggrek pada pengamatan hari
; erl?kua;l (Incubation period) ke (Fusarium wilt disease intensity on day at conservation), %
(Treatments) hari (day) 24 39 54 69 84 99 114
B, M, W, 24 10,20 b 3787b  38,20b 46,93b 46,40b 56,73a 57,33 a*
B, M, W, 25 6,89 ¢ 30,27 b 31,07¢ 41,60b 4293b 43,17b 43,67b
B, M, W, 25 7,00 ¢ 42,60a 4187a 47,60b 51,27a 5920a 59,53 a
B M, W, 24 18,67 a 40,87a  39,53b 4587b 46,40b 52,00a 5227a
B M, W, 24 13,87 b 36,93 b 41,07a 4587b 4587b 4827b 6580a
B, M, W, 24 10,00 b 36,73b  36,07b 4993a 54,07a 56,73a 5693a
B M, W, 24 1433 b 4233a 3933b 5233a 53,00a 58,73a 6827a
B M, W, 24 10,53 b 30,87b  3427b 44,67b 4693a 4720b 47,67b
B, M, W, 24 9,87 c 38,67a 3833b 4640b 48,07a 48,13b 48,67b
B,M, W, 24 10,33 b 37,27b 40,93a 46,80b 4793a 48,13b 49,67b
B,M, W, 25 6,03 c 30,27 b 3240c 40,93b 41,93b 42220b 42,20b
B,M, W, 24 15,67 a 38,87a 37,00b 47,00b 47,00a 47,07b 47,20b
B,M, W, 24 13,00 b 3520b  36,27b 47,60b 48,73a 4947b 49,50b
B,M, W, 24 16,00 a 41,20a  45,00a 58,67a 6033a 60,40a 60,80a
B,M, W, 25 10,00 ¢ 31,07b  37,73b 47/773b 4887a 49,07b 49,40b
B, M, W, 24 17,20 a 37,87b 32,73¢c 43,13b 44/47a 4540b 4580b
B,M, W, 24 11,33 b 37,07b 41,60a 48,40b 4840a 4433b 4507b
B, M, W, 24 6,57 c 3527b  34,60b 50,13a 53,73a 54,60a 54,87a
B, M; W=
Pembanding 25 16,87 a 38,87a 37,67b 40,53b 41,87b 41,87b 41,87b
(Comparison)
Kontrol/air steril
(Control/sterile 24 19,40 a 39,00 a 42,13a 59,87a 59,20a 6740a 68,27a
water)
KK (CV), % 10,97 12,57 11,35 15,47 17,59 11,47 19,27
M, = Media pembawa dari bahan alami yang mengandung karbohidrat dan protein minimal (Media formulation of natural
ingredients that contain minimum carbohydrates and protein)
M, = Media pembawa dari bahan alami yang mengandung karbohidrat dan protein optimal (Media formulation of natural
ingredients that contain carbohydrates and protein optimum)
M, = Air suling steril (sterile distilled water)
TMF = Tidak dapat menekan F. oxysporum (No suppressing)
- = Kontrol =0 (nol)
* = Angka rataan yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata menurut uji jarak berganda Duncan pada taraf

nyata 95% (Mean followed by the same letters are not significantly different at 95% level according to Duncan multiple

range test)

masing-masing 43,67 % dan 41,87%, serta penckanan
masing-masing 36,03% dan 38,67% (Tabel 5 dan
Gambar 3).

Frekuensi Keefektifan Biofungisida

Pada percobaan ini, yang menjadi tolok ukur
frekuensi keefektifan biofungisida ialah: (a) data
viabilitas pada bulan ketujuh (berpopulasi > 107 cfu/
ml) dan antara bahan aktif dan bahan pembawa yang
kompatibel (Tabel 4), (b) waktu inkubasi yang lama (>
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25 hari) dan persentase penekanan intensitas serangan
yang paling tinggi (> 36%) pada pengamatan 114 HSA
(Tabel 6).

Berdasarkan tabel tersebut, diperoleh hasil
frekuensi keefektifan biofungisida secara
komperehensif ialah sebagai berikut: dua perlakuan
biofungisida yang konsisten dapat menekan penyakit
layu fusarium pada anggrek, yaitu perlakuan B M, W,
dan B.M, W, (Gambar 3), kedua perlakuan tersebut
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Gambar 3. Penekanan masing-masing perlakuan dibanding kontrol (Suppressing each treatments compared
with control)

Tabel 6. Frekuensi keefektifan beberapa perlakuan biofungisida terhadap intensitas serangan penyakit
layu fusarium pada anggrek (Frequency of the effectiveness of some biofungicide against fusarium
wilt on orchids)

Frekuensi keefektifan beberapa perlakuan biofungisida terhadap parameter
pengamatan (7The effectiveness of some fungicide frequency of the observation
parameters)

Total
Viabilitas dan kompatibilitas Waktu inkubasi dan intensitas serangan frekuensi
Perlak Treat . (Viability and compatibility) (Incubation time and disease intensity) keefektifan
erlakuan (Treatments) Kompatibel (Total
Populasi pada te'r hadap bahan Waktu inkubasi Penekanan (Fret!uency
. aktif dan pembawa . . effectiveness)
7 bulan (=10 . . (Incubation time) (Suppression)
(Compatible with . o
cfu/ml) active material and 25 hari/days (> 36%)
carrier)

B, M, W, 1 1 0 1 3
B, MW, 1 1 1 1 4
B, M, W, 1 1 1 0 3
B, M, W, 0 0 0 1 1
B M, W, 0 0 0 0 0
B, M, W, 0 0 0 0 0
B, M, W, 0 0 0 0 0
B, M, W, 0 0 0 0 0
B, M, W, 0 0 0 1 1
B,M, W, 1 1 0 1 3
B,M, W, 1 1 1 1 4
B,M, W, 1 1 0 0 2
B, M, W, 0 0 0 0 0
B,M,W, 0 0 0 0 0
B,M,W, 0 0 1 0 1
B,M, W, 0 0 0 0 0
B,M, W, 0 0 0 1 1
B, M, W, 0 0 0 0 0

B, M, W=
Pembanding (Comparison) 0 0 ! ! 2
Kontrol/air steril) 0 0 0 0 0

(Control/sterile water)
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Serangan layu fusarium pada
perlakuan B MW,

Serangan layu fusarium pada
perlakuan B,M, W,

Serangan layu fusarium pada
perlakuan kontrol

Gambar 4. Perlakuan yang konsisten (B, M, W, dan B,M,W)) efektif mengendalikan layu fusarium bila
dibanding perlakuan kontrol (7reatments were consistent effectively to control fusarium wilf)

menunjukkan jumlah frekuensi keunggulan yang
paling tinggi, yaitu empat kali, unggul terhadap semua
parameter pengamatan viabilitas, kompatibilitas,
waktu inkubasi, dan penekanan masing-masing
6,1+5,0 x 10° dan 7,5+5,3 x 10° cfu/ml, kompatibel,
25 HSA, 36,03 dan 38,19%. Sementara perlakuan
lainnya menunjukkan frekuensi keefektifan antara 0
dan 3 kali (Tabel 4). Perlakuan - perlakuan tersebut
ialah B M| W, dan B, M| W, masing-masing unggul
pada hampir semua parameter pengamatan, kecuali
pada parameter pengamatan waktu inkubasi (24 HSA).

Perlakuan lainnya ialah B M, W, perlakuan tersebut
tidak unggul hanya pada parameter pengamatan
persentase penekanan yang menunjukkan 12,18%
(<36%).

Isolat B 26 dan B 37 diidentifikasi sebagai bakteri
dari genus Bacillus, bakteri tersebut telah dibuktikan
efektif dapat mengendalikan beberapa patogen
tanaman seperti layu fusarium pada anggrek (Djatnika
2012, Meena & Shamsher 2014), busuk lunak yang
disebabkan oleh Pectobacterium carotoporum dan
Pseudomonas viridiflava pada anggrek (Hanudin et
al. 2013), layu fusarium pada anyelir (Hanudin 2007),
Phytophthora capsici pada tomat (Sharma et al. 2015)
dan Ralstonia solanacearum pada kentang (Hanudin
et al. 2012). Bacillus spp. dideteksi menghasilkan
senyawa antibiotik seperti mikosubtilins, basilomisin,
fengimisin, mikobasilin, mikoserein, dan xanthobasidin
(Velho et al. 2011).

KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil identifikasi secara biokimia,
bahwa bakteri B 26 dan B 37 diidentifikasi
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sebagai Bacillus spp. Isolat Bacillus spp. B 26
atau B 37 kompatibel dengan media pembawa
yang mengandung karbohidrat dan protein minimal
(M1). Hal itu ditandai dengan total frekuensi
keefektifannya sama dengan perlakuan kontrol
positif, yaitu paling tinggi dan pada media itu mampu
bertahan sampai dengan 7 bulan. Populasinya setelah
7 bulan disimpan yaitu 10° cfu/ml dari populasi awal
10'2 cfu/ml. Perlakuan Bacillus spp. B 26 atau B
37 yang disuspensikan ke dalam media pembawa
dari bahan alami yang mengandung karbohidrat
dan protein minimal, diaplikasi 2 hari sebelum
inokulasi Fusarium, dengan cara celup benih selama
1 jam, kemudian diikuti dengan cara spraying pada
jaringan tanaman (akar, batang, dan daun) interval
7 hari (B,M W), merupakan perlakuan yang efektif
mengendalikan layu fusarium dengan intensitas
serangan yang paling rendah (masing-masing 43,67%
dan 42,20%) dan persentase penekanan yang paling
besar (masing-masing 36,03% dan 38,19%).
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