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Pengembangan Formulasi Biopestisida Berbahan Aktif Bakteri
Staphylococcus epidermidis dan Bacillus subtilis untuk
Mengendalikan Penyakit Layu Bakteri oleh
Ralstonia solanacearum pada Tomat

Abdjad Asih Nawangsih!, Eka Wijayanti' dan Juang Gema Kartika?

L Departemen Proteksi Tanaman, Fakultas Pertanian, Institut Pertanian Bogor
*Departemen Agronomi dan Hortikultura, Fakultas Pertanian, Institut Pertanian
Bogor
Email: asnawangsih@yahoo.com

Abstract

Application of biocontrol agents in the field often failed because of some
facters, one of them was caused by the decreasing of the population of the biocontrol
agents and their activities during storage or transportation from the laboratories. In
ordér to minimize that problem, formulations were developed using medium that able
to support the viability and maintain their characters during storage. This research
wassconducted to evaluate the effects of liquid and powder formula to the viability of
the @ndophytic bacteria (Staphylococcus epidermidis BC4) and PGPR (Bacillus subtilis
AB89) and their effectiveness to control the bacterial wilt disease of tomato. Viability
of the bacteria in the formula was counted from the first week up to 8" weeks of
storage using plate-count method. The effectiveness of the formula to the bacterial
wilt disease was evaluated in the green house. Population of S. epidermidis in the
liquid and powder formula was still stable up to 8 weeks of storage, i.e. 3.0 x 108
cfu/ml and 2.3 x 108 cfu/g. Population of B. subtilis both in liquid or powder formula
was decreasing during storage. The Area Under Disease Progress Curve (AUDPC)
value of the bacterial wilt disease incidence on the plants treated with S. epidermidis
or B. subtifis in liquid formula was significantly lower compared with control. All of
the_ formulas were not inhibit the height of tomato plants.

Keywords: Biological control, endophytic bacteria, PGPR, xanthan gum

Pendahuluan

Produksi tomat mengalami peningkatan dari tahun 1997 sampai 2011.
Produksi tomat pada tahun 1997 sebesar 460 310 ton. Produksi tomat meningkat
menjadi 954 046 ton pada tahun 2011. Pada tahun 2012 produksi tomat mengalami
penurunan menjadi 893 504 ton (BPS 2013). Penurunan produksi tomat dipengaruhi
olef; banyak faktor, diantaranya serangan organisme pengganggu tanaman (OPT).
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Salah satu OPT penting pada tanaman tomat adalah Ralstonia solanacearum
5 penyebab penyakit layu bakteri pada tomat.

Pengendalian penyakit layu bakteri yang disebabkan oleh Ralstonia
%;D/anacearum menggunakan Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR) telah
banyak dilakukan. Upaya lain yang mulai banyak dilakukan adalah pemanfaatan
Eakteri endofit yang diisolasi dari tanaman tomat. Bakteri endofit yang berada dalam
{8ringan tanaman diharapkan dapat menekan patogen yang berhasil masuk ke dalam

'ﬁringan inang. Nawangsih et a/. (2011) telah berhasil mengisolasi dan melakukan
gengujian_terhadap beberapa bakteri endofit yang diisolasi dari batang tanaman
f§>mat. Hasil percobaan tersebut diperoleh satu isolat bakteri endofit yang paling
gotensial Menekan penyakit layu bakteri yaitu Staphylococcus epidermidis BC4.
‘f: Di lapangan, pengendalian penyakit layu bakteri seringkali tidak efektif antara
%in diselzabkan oleh kondisi agens biokontrol menjadi tidak stabil selama
genyimpanan sebelum diaplikasikan, populasinya sudah sangat menurun pada saat
- diaplikasikan di lapangan, dan senyawa aktif yang dihasilkan oleh agens biokontrol
cepat mengalami perubahan pada saat diaplikasikan. Untuk itu perlu dicari media
yang dapat mendukung daya hidup bakteri biokontrol dalam jangka waktu yang relatif
lebih lam&. Selain itu media yang digunakan juga tidak mempengaruhi keefektifan
bakteri datam menekan patogen atau bahkan dapat meningkatkan keefektifannya.
Media yang cocok tersebut yang dicampur dengan bakteri biokontrol selanjutnya
disebut sebagai "formulasi". Formulasi merupakan suatu upaya untuk
mempertafiankan kondisi agens biokontrol agar tetap bugar dan efektif, dengan
formulasi diharapkan aktifitas agens biokontrol semakin meningkat, dan mudah dalam
penangarian untuk mencapai target. Untuk mencapai tujuan tersebut beberapa
bahan tambahan sering diperlukan.

Penelitian ini bertujuan untuk menguji kebugaran bakteri endofit
(Staphylococcus epidermidis BC4) dan PGPR (Bacillus subtilis AB89) dalam formulasi
* cair dan serbuk dan keefektifan formulasi dalam menekan penyakit layu bakteri oleh
Ralstonia solanacearum pada tomat.

BupIo|Iq

160gas diznbuau

Ul $1jN} PAJIOY YNIn[as ND3O UD!

JaquuUNs UDYINGaAUSL UDP UBYLINUDIUBW DA}

Bahan dan Metode

Pengaruh berbagai bahan tambahan terhadap populasi bakteri endofit dan
PGPR

Bakteri endofit yang digunakan adalah isolat Staphylococcus epidermidis BC4
sedangkan=bakteri PGPR yang digunakan adalah B. subtilis AB89.. Masing-masing
bakteri tersebut ditumbuhkan dalam medium Nutrient Broth (NB) 50% yang
ditambah~Xanthan Gum dan/atau tepung talk (talc powder). Jenis perlakuan dan
komposisi-media formulasi disajikan pada Tabel 1. Pengamatan populasi bakteri
dilakukan-dengan metode cawan hitung. Pencawanan dilakukan secara "duplo" untuk
masing-masing pengenceran dan koloni bakteri yang tumbuh dihitung setelah
diinkubasikan selama 24-48 jam.
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Tabel 1 Jenis perlakuan berdasarkan Komposisi Media Formulasi untuk
menumbuhkan agens biokontrol

No Kode Komposisi Media Formulasi
Perlakuan
Talc powder + NB 50% + XG 20% + suspensi S. epidermidis
1 TSe
BC4
2 TBs Talc powder + NB 50% + XG 20% + suspensi B. subtilis AB89
3 Se NB 50% + XG 0.01% + suspensi S. epidermidis BC4
4 Bs NB 50% + XG 0.01% + suspensi B. subtilis AB89

Keterangn: V) NB = Nutrient Broth; XG = Xanthan Gum

Uji - keefektifan formulasi agens biokontrol dalam menekan kejadian
pertyakit layu bakteri di rumah kaca

Formulasi agens biokontrol diuji keefektifannya dalam menekan kejadian
penyakit layu bakteri di rumah kaca. Percobaan dilakukan di rumah kaca dan kebun
pereobaan Cikabayan, University Farm-IPB. Bibit tomat yang digunakan adalah
varietas Arthaloka. Bibit ditanam dalam polybag berdiameter 20 cm berisi 2 kg
medium campuran tanah dengan pupuk organik dengan perbandingan 1:3 dan diberi
perlakuan. Rancangan percobaan yang digunakan adalah Acak Kelompok dengan
ularigan sebagai kelompok. Pengamatan terhadap kejadian penyakit dilakukan setiap
minggu. Kejadian penyakit (KP) dihitung menggunakan rumus van der Plank (1963).
Datd yang diperoleh dianalisis menggunakan anova dengan program SAS dan
dilapjutkan dengan uji DNMRT (Steel & Torrie 1993).

Hasil dan Pembahasan

Bakteri endofitik adalah bakteri yang hidup dalam jaringan tanaman tanpa
menimbulkan bahaya atau bakteri yang bermanfaat. Bakteri endofit mengkolonisasi
niche ekologi yang sama dengan patogen tetapi tidak menimbulkan kerusakan pada
inangnya (Reiter et al. 2002). Bakteri endofit masuk ke dalam jaringan tanaman
terutama melalui perakaran, tetapi bagian tanaman yang lain seperti bunga, batang
dan kotiledon juga dapat menjadi tempat masuk bakteri endofit (Zinniel et a/. 2002).

Populasi bakteri dalam formulasi setelah disimpan hingga 8 minggu disajikan
dalam Tabel 2. Populasi S. epidermidis baik dalam formulasi cair maupun tepung
stabit hingga minggu ke-8 dalam penyimpanan yaitu berturut-turut sebesar 3.0 x 108
cfu/ml dan 2.3 x 108 cfu/ml.

Populasi bakteri pada awal formulasi berturut-turut adalah 1.7 x 10° cfu/ml dan
2.5-x 10° cfu/ml. Populasi B. subtilis dalam formulasi cair maupun serbuk (talc)
ternyata mengalami penurunan setelah disimpan selama 8 minggu dari 4.6 x 10°
cfugml menjadi 103 cfu/ml pada formulasi serbuk dan 10* cfu/ml pada formulasi cair.
Nilai AUDPC kejadian penyakit layu bakteri pada tanaman yang diberi perlakuan S.
epidermidis dan B. subtilis dalam formulasi cair nyata lebih kecil dibandingkan dengan
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kontrol, sedangkan formulasi serbuk tidak berbeda nyata. Formulasi agens biokontrol
tidak memberikan pengaruh negatif terhadap laju pertambahan tinggi tanaman.

D YoH

ambar 1=Bentuk formulasi biopestisida berbahan aktif bakteri endofit dan PGPR;
formulasi serbuk (kiri) dan formulasi cair (kanan)

Buppun-EuOpPUN 1BUNpUII Pid!

Kedua formulasi efektif menekan kejadian penyakit dengan indeks penekanan
terhadap kejadian penyakit sebesar 54.94% dan 55.55%. Perlakuan terbaik dalam
menekan kejadian penyakit layu bakteri pada tomat adalah aplikasi formulasi cair 5.
subtilis AB89 (Bs). Hasil ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan Nawangsih
(2006) vaitu aplikasi B. subtilis AB89 di rumah kaca secara tunggal memberikan
penekanam, terbaik dengan indeks penekanan terhadap kejadian penyakit layu bakteri
sebesar 35%. S. epidermidis BC4 juga memberikanan penekanan terbaik terhadap
penyakit l&yu bakteri dengan nilai indeks penekanan sebesar 33% (Nawangsih et al.
2011).

Tabel 2 Populasi bakteri S. epidermidis dan B. subtilis dalam formulasi serbuk ( 7a/c
Powder) dan cair pada berbagai periode penyimpanan
Waktu simpan (minggu)

Formulasi 0 1 > 2 3
Populasi bakteri (cfu/g)

TSel) 2,5x10° 2,3x10®% 9,0x 108 1,3 x 108 2,3x 108

TBs 4,6 x 10° 4,2x10* 1,5x10* 2,1 x103 2,3 x 10*
Populasi bakteri (cfu/ml)

Se 1,7 x 10° 29x10® 9,2x108 4,9 x 108 3,0 x 108

Bs 4,6 x 10° 3,2x10*  3,4x10* 3,3 x 10* 8,6 x 10*

Keterangan:.'TSe = Talc, S. epidermidis, TBs = Talc, B. subtilis, Se = Cair, S. epidermidis, Bs
= Cair, B(Gubtilis

Ketahanan hidup atau viabilitas bakteri dalam formulasi dipengaruhi oleh
banyak faktor diantaranya adalah lama penyimpanan dan bahan pembawa. Bahan
pembawa-yang digunakan dalam penelitian ini adalah xanthan gum dan talc powder.
Penambahan xanthan gum ke dalam formulasi diharapkan dapat mendukung
kelangsumdan hidup bakteri di dalam formulasi sebagai penyuplai nutrisi dan menjaga
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stabilitas bakteri di dalam formulasi. Xanthan gum mengandung D-Glukosa, D-
Mannosa, D-Glucuronic acid, Acetyl lingked Pyruvat acid dan d-Acetyl group yang
merupakan komposisi dari pentasakrida. Xanthan gumjuga memiliki sifat tidak mudah
terdegradasi oleh enzim dan stabil pada kondisi asam maupun basa (Laela dan
Sharma 2000). Xanthan gum merupakan heteropolisakarida yang dihasilkan oleh
bakteri Xanthomonas campestris. Pada Xanthomonas campestris sendiri xanthene
(lendir) digunakan untuk mempertahankan diri dari faktor lingkungan (Kloepper dan
Schroth 1981).
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Garﬁbar 2 Perkembangan kejadian penyakit layu bakteri pada tanaman tomat yang
D diberi perlakuan formulasi cair bakteri
Ketéfangan: S. epidermidis (Se), formulasi cair bakteri B. subtilis (Bs), formulasi tepung S.
epitfermidis (TSe), formulasi tepung B. subtilis (TBs) dan control (K)
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Nilai AUDPC (unif)

Formulasi Agens Biokontrol

Gambar 3 Nilai AUDPC penyakit layu bakteri pada tanaman tomat yang diberi
perlakuan formulasi cair bakteri

Keterangan: S. epidermidis (Se), formulasi cair bakteri B. subtilis (Bs), formulasi tepung S.

epigermidis (TSe), formulasi tepung B. subtilis (TBs) dan control (K)

Talc powder merupakan mineral yang sangat lunak dengan komposisi kimia
(MgsSiO10(0OH)2) (Nakkeeran 2005). 7alc powder digunakan sebagai bahan pembawa
formulasi karena harganya murah dan mudah didapatkan. Pemanfaatn talc powder
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sebagai bahan pembawa formulasi Pseudomonas fluerescens yang dicampur dengan
xanthan gum 20% tidak menurunkan bakteri pada penyimapanan selama 240 hari
dengan suhu 4 °C (Kloepper dan Schroth 1981).
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Gambar 4= Pertambahan tinggi tanaman pada tanaman tomat yang diberi perlakuan
formulasi cair bakteri

Keterangari S. epidermidis (Se), formulasi cair bakteri B. subtilis (Bs), formulasi tepung S.

epidermidis(TSe), formulasi tepung B. subtilis (TBs) dan kontrol (K)

Tabel 3 &ilai area under heigh of plant growth curve (AUHPGC) pada perlakuan
formulasi B. subtilis AB89 dan S. epidermidis BC4

Kode Formulasit Nilai AUHPGC?
Se 3029 £ 11.3 a
Bs 2919 +51.6 a
TSe 247.0 £ 37.5 ab
TBs 282.5 + 36.6 a
K 198.2 £36.8 b

Keterangan: ' Se = formulasi cair S. epidermidis BC4, Bs = formulasi cair B. subtilis AB89, TSe=
formulasi padat S. epidermidis BC4, TBs = formulasi padat B. subtilis AB89; 2 Angka pada
kolom yang“sama yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata berdasarkan uji
Duncan paéa taraf 5%

Kesimpulan

Populasi bakteri endofit dan PGPR dalam formulasi cair relatif lebih stabil
dibandingkan pada formulasi serbuk. Populasi bakteri S. epidermidis dan P.
fluorescens pada formulasi cair maupun serbuk dalam penyimpanan hingga minggu
ke-8 masify tinggi. Nilai AUDCP kejadian penyakit layu bakteri pada perlakuan dengan
formulasiccair lebih rendah dibandingkan kontrol. Aplikasi formulasi cair maupun
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serbuk pada tanaman tomat di rumah kaca tidak menghambat laju pertambahan
tinggi tanaman.

Daftar Pustaka

[BPS] Badan Pusat Statistik. 2013. Produksi sayuran di Indonesia 1997-2012.
[Internet]. Jakarta (ID): Badan Pusat Statistik Republik Indonesia. [diunduh
2013 Desember 2]. Tersedia pada:
http://www.bps.go.id/tab_sub/view.php?kat=3&tabel=1& daftar=1&id_
subyek=55&notab=70.

Kloepper JW, Schroth MN. 1981. Development of a powder formulation of rhizobacteri

for inoculation of potato seed pieces. Phytopathol. 71(6): 590-592.
Laeta JK, Sharma G. 2000. Studies on xanthan production from Xanthomonas
campestris. Bioprocess Engineering. 23(2000): 687-689.

Nakkeeran S, Fernando WGD. 2005. Plant Growth Promoting Rhizobacteria
Formulations And Its Scope In Commercialization For The Management Of
Pests And Diseases. Di dalam: Siddiqui ZA, editor. PGPR: Biocontrol and
Biofertilization. Springer: The Netherlands. Him 257-296.

Nawangsih AA. 2006. Seleksi dan karakterisasi bakteri biokontrol untuk
mengendalikan penyakit layu bakteri (Ralstonia solanacearum) pada tomat
[disertasi]. Bogor (ID): Institut Pertanian Bogor.

Nawangsih AA, Damayanti I, Wiyono S, Kartika JG. 2011. Selection and
characterization of endophytic bacteria as biocontrol agents of tomato
bacterial wilt disease. Hayati J Biosciences. 18(2):66-70.

Reiter B, Pfeifer U, Schwab H, Sessitsch A. 2002. Response of endophytic bacterial
communities in potato plants to infection with Erwinia carotovora subsp.
atroseptica. App! Environ Microbiol. 68:2261-2268.

Zinniel et a.  2002. Isolation and characterization of endophytic colonizing bacteria
from agronomic crops and prairie plants. App/ Environ Microbiol. 68:2198-
2208.

103





