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ABSTRAK

Fusarium oxysporum f. sp. cepae merupakan patogen layu fusarium atau moler pada bawang merah.
Pengendalian menggunakan agen hayati seperti Bacillus sp. merupakan suatu alternatif pengendalian yang dapat
diterapkan. Bacillus sp. memiliki mekanisme pengendalian seperti antibiosis, kompetisi, dan penginduksi
ketahanan tanaman sistemik. Metabolit sekunder yang dihasilkan Bacillus sp. menunjukan aktivitas anti bakteri
dan anti jamur. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan Bacillus sp. isolat rizosfer bawang merah
untuk mengendalikan F. oxysporum f.sp. cepae secara in vitro. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) lima perlakuan dan empat ulangan dengan metode biakan ganda. Perlakuanya yaitu KO (kontrol),
BM1, BM2, BM3 dan BM4. Potongan miselium F. oxysporum f.sp. cepae diletakan pada medium PDA, satu hari
kemudian dengan jarak 3 cm digoreskan bakteri Bacillus sp. Variabel yang diamati yakni persentase daya hambat
dan mekanisme penghambatan terhadap jamur F.oxysporum f.sp. cepae pada uji daya hambat secara mikroskopis.
Hasil penelitian menunjukan keempat isolat Bacillus sp. rizosfer bawang merah menunjukan adanya zona hambat
yang terbentuk. Persentase daya hambat yang ditunjukkan bervariasi, dengan perlakuan Bacillus sp isolat 3 (BM3)
tertinggi sebesar 11,41% dan perlakuan Bacillus sp. isolat 2 (BM2) menunjukan persentase daya hambat terendah
yakni 9,39%. Pengamatan secara mikroskopis menunjukan pertumbuhan hifa F. oxysporum tidak normal, yaitu
terjadi pembengkakan, lisis dan mengerut. Abnormalitas yang ditunjukan akibat adanya mekanisme antibiosis
yang merupakan salah satu mekanisme pengendalian dari Bacillus sp.
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ABSTRACT

Fusarium oxysporum f. sp. cepae is a pathogen of fusarium wilt or moler on shallots. Control using
biological agents such as Bacillus sp. is an alternative method of control that can be implemented. Bacillus sp.
has control mechanisms such as antibiosis, competition and systemic plant resistance inducer (ISR). The
secondary metabolites produced by Bacillus sp. exhibit anti-bacterial and anti-fungal activity. The research aims
to determine Bacillus sp.’s ability to control F. oxysporum f. sp. cepae in vitro. This research used a Completely
Randomized Design (CRD) with five treatments and four replications using the dual culture method. The
treatments were KO (control), BM1, BM2, BM3, and BM4. 5 mm mycelium pieces of F. oxysporum f.sp. cepae
were placed on PDA medium. One day later, Bacillus sp. bacteria were streaked 3 cm away. The variables
observed were the percentage of inhibitory power and the inhibition mechanism against F.oxysporum f.sp. cepae
in the microscopic inhibition test. The results showed that the four isolates of Bacillus sp. from the shallots
rhizosphere showed inhibition zone. The percentage of inhibition shown varied, with the Bacillus sp. isolate 3
(BM3) treatment showed the highest inhibition at 11.41%, while the Bacillus sp. isolate 2 (BM2) showed the lowest
at 9.39%. Microscopic observation showed that the growth of F. oxysporum hyphae was abnormal, namely
swelling, lysis, and shrinking. The abnormalities observed were due to the antibiosis mechanism, which is one of
the control mechanisms of Bacillus sp.
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PENDAHULUAN dimanfaatkan masyarakat Indonesia salah

Bawang merah merupakan salah satu satunya sebagai bumbu dapur dan konsumsi

komoditas  hortikultura yang  banyak rumah tangga. Produktivitas bawang merah
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nasional menurut Badan Pusat Statistik
(Badan Pusat Statistik (BPS), 2023) selama
5 tahun yakni tahun 2019 1.580.247 ton,
2020 1.815.445 ton, tahun 2021 2.004.590
ton, tahun 2022 1.982.360 ton, dan tahun
2023  sebesar 1.985.233
penurunan produksi pada dua tahun

mengalami

terakhir.  Budidaya bawang  merah
mengalami beberapa kendala diantaranya
yakni adanya serangan  Organisme
Pengganggu Tanaman (OPT). OPT
menyebabkan penurunan produktivitas dan
kualitas produk saat budidaya hingga pasca
panen. Salah satu jamur yang menyerang
tanaman bawang merah yakni F. oxysporum
f.sp. cepae (Alemu, 2015).

Fusarium oxysporum f.sp. cepae.
merupakan penyebab penyakit busuk
pangkal dan layu fusarium atau biasa
dikenal sebagai penyakit moler, salah satu
penyakit utama pada bawang merah. Pada
F. oxysporum f.sp. cepae, forma spesialis
(f.sp.) menunjukkan variasi spesies. Setiap
formae speciales memiliki inang yang
spesifik, dalam hal ini, F. oxysporum f.sp.
cepae memiliki inang spesifik pada
tanaman bawang, seperti bawang merah,
bawang putih, dan bawang bombai (Alemu,
2015). Dampak serangan patogen ini
menyebabkan penurunan produksi bawang
merah, bahkan menyebabkan kegagalan
panen (Hikmahwati et al., 2020).
F.oxysporum f.sp. cepae. merupakan

patogen tular tanah yang dapat membentuk
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klamidospora, menyebabkan jamur ini
mampu bertahan di dalam tanah (Susanti &
Wiyatiningsih, 2016). Struktur morfologi
ini membuat F.oxysporum f.sp. cepae
mampu menyebar dengan cepat. Gejala
penyakit moler menurut Ibrahim & Rahman
(2021), daun tanaman menjadi terkulai serta
menguning, daun melintir dan mengerut,
ujung daun busuk kebasah-basahan dan
berwarna coklat muda hingga mengering,
dan pada gejala lanjut menyebabkan umbi
bawang merah membusuk dan tanaman
mudah tercabut.
Penyakit layu fusarium  dapat
mengurangi hasil panen hingga 50% jika
tidak ditangani dengan segera (Dinata et
al., 2021). Pengendalian yang banyak
digunakan yakni dengan aplikasi fungisida
kimia sintetik (Sholeh & Nurcahyanti,
2023). Penggunaan fungisida kimia sintetik
yang kurang bijaksana menimbulkan
kerusakan lingkungan. Pemanfaatan agen
hayati seperti Bacillus sp. merupakan
alternatif yang dapat digunakan untuk
mengurangi penggunaan fungisida kimia
sintetik. Mardanova et al. (2017)
menyebutkan bahwa B. subtilis bisa
menghambat infeksi Fusarium sp. melalui
sintesis antimikroba seperti peptida, enzim,
protein, dan senyawa volatil. Agen hayati
seperti Bacillus sp. dapat berperan sebagai
pupuk hayati dan agens pengendali hayati
melalui  mekanisme antibiosis, sekresi

enzim pelisis, dan penginduksi ketahanan
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sistemik (Induced Systemic Resistance =
ISR) (Junaid et al., 2013; Lestari et al.,
2017;  Prihatiningsih et al.,, 2017,
Prihatiningsih et al., 2019). Bacillus sp.
yang diuji merupakan hasil isolasi dari
rizosfer bawang merah. Penggunaan bakteri
antagonis yang berasal dari tempat yang
sama dengan mikroba patogen dapat
meningkatkan efektivitas pengendalian
karena tempat tumbuh yang sesuali
(Tuhuteru et al, 2019). Penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui kemampuan
Bacillus sp. dalam mengantibiosis F.
oxysporum f.sp. cepae secara in Vvitro,
sehingga dapat dimanfaatkan di lahan untuk
mengurangi penggunaan fungisida kimia
sintetik untuk pengendalian penyakit
tanaman, mampu meningkatkan kelestarian
lingkungan dan mendukung pertanian
berkelanjutan. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui kemampuan Bacillus sp.
isolat rizosfer bawang merah untuk
mengendalikan F. oxysporum f.sp. cepae

secara in vitro.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan pada
bulan Mei 2023 - Agustus 2023 di
Laboratorium  Perlindungan  Tanaman,
Fakultas Pertanian, Universitas Jenderal
Soedirman,  Purwokerto. Alat yang
digunakan dalam penelitian ini yakni cawan
Petri, tabung reaksi, erlenmeyer (Pyrex 100

ml), gelas ukur (Pyrex 10ml), beker glas
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(Pyrex 250 ml), timbangan analitik (Dhaus
— 0,0001), pengaduk, jarum ose, lampu
spirtus, autoclaf, Laminar Air Flow (LAF),
pipet mikro, pinset steril, scalpel,
mikroskop cahaya (Reichert), kaca preparat
dan penutup, alumunium foil, wraping dan
kamera. Bahan yang digunakan dalam
penelitian antara lain akuades, medium
Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck
milipore — 1.10130.0500), NA (Nutrient
Agar) (Merck - 1.05450.0500)), alkohol
70%, spirtus, tisu, sampel tanaman
bergejala penyakit moler, biakan murni
Bacillus sp. (Bm1, Bm2, Bm3 dan Bm4).

Medium yang digunakan yakni
medium Potato Dextrose Agar (PDA) dan
Nutrient Agar (NA). Medium PDA dan NA
dibuat dengan komposisi berturut — turut 38
g dan 20 g medium dalam 1 L aquades.
Medium dan aquades dicampur dan diaduk
hingga homogen, kemudian dipanaskan
hingga mendidih. Larutan yang telah
homogen kemudian dimasukan ke dalam
erlenmeyer ditutup dengan alumunium foil
dan dilapisi dengan kertas. Medium yang
sudah jadi dimasukan dalam autoklaf untuk
disterilisasi selama 30 menit dengan suhu
121° C dan tekanan 15 psi.

Bakteri rizosfer Bacillus sp. didapat
Prihatiningsih ~ (2023).

Preservasi 4 isolat Bacillus sp. rizosfer

dari  koleksi

bawang merah (Bml. Bm2, Bm3, dan
Bm4) dilakukan menggunakan medium
NA. Medium NA miring yang telah dibuat
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digoreskan isolat Bacillus sp. secara aseptis
di dalam Lamilar Air Flow (LAF). Bacillus
sp. yang telah ditumbuhkan dalam medium
NA miring diinkubasi selama 2 hari dalam
suhu ruang sebagai biakan murni siap untuk
kerja (working culture) dan ditutup dengan
parafin steril sebagai preservasi Bacillus sp.
atau disebut stock culture.

Isolasi jamur F.oxysporum f.sp. cepae
dilakukan dengan menyiapkan sampel
tanaman bawang merah bergejala yang
diperoleh dari lahan di Desa Tambaksari
Kidul, Kec. Kembaran, Kab. Banyumas.
Bagian yang bergejala diambil dari pada
pangkal “batang”, umbi dan akar
menggunakan skalpel steril. Sterilisasi
permukaan dilakukan pada sampel dengan
merendam sampel pada alkohol 70%
selama 1 menit, lalu dibilas menggunakan
akuades dan ditiriskan menggunakan tisu
steril. Sampel ditumbuhkan pada medium
PDA. Inkubasi dilakukan pada suhu kamar
hingga F.oxyporum f.sp. cepae tumbuh, lalu
dilakukan pemurnian dan perbanyakan pada
medium PDA. Karakterisasi F. oxysporum
f.sp. cepae dilakukan melalui pengamatan
makroskopis dan mikroskopis. Pengamatan
makroskopis dengan mengamati bentuk,
warna, dan pertumbuhan koloni.
Pengamatan mikroskopis dilakukan dengan
mikroskop perbesaran 400x.

Uji antibiosis Bacillus sp. terhadap F.
oxysporum f.sp. cepae secara in vitro. Uji
antibiosis dilakukan dengan metode biakan
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ganda oleh Zhao et al. (2014) yang
disesuaikan, yakni empat F. oxysporum
f.sp. cepae dipotong dengan bor gabus dan
Bacillus sp. dengan kepadatan spora 1x10”
sel/mL digoreskan dengan jarak antara
keduanya 3 cm dalam cawan petri (Gambar
1). Inkubasi dilakukan selama beberapa hari

hingga muncul zona hambat.

» a

Keterangan: B = Isolat Bacillus sp.F = Isolat
F.oxysporum f.sp. cepae.

Gambar 1. Skema inokulasi Bacillus sp. dan
F.oxysporum f.sp. cepae pada
medium PDA.

Pengukuran daya hambat (DH)
diperoleh melalui pengukuran jari-jari
koloni jamur patogen yang mendekati (b)
dan menjauhi bakteri antagonis (a).
Menurut (Susanti et al., 2021), pengukuran
persentase daya hambat (PDH) dihitung

dengan menggunakan rumus berikut:

(a—b)
PDH = x 100%

Keterangan:

PDH : Persentase Daya Hambat (%)

a - jari-jari koloni jamur patogen yang
tumbuh menjauhi  koloni  jamur
antagonis.

b - jari-jari koloni jamur patogen yang

tumbuh mendekati koloni jamur
antagonis (Oktania et al., 2018).
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Pengamatan  secara  mikroskopis
dilakukan untuk mengetahui pengaruh
pengujian Bacillus sp. dapat menyebabkan
abnormalitas hifa F. oxysporum f.sp. cepae
setelah dilakukan uji antibiosis.
Pengamatan dilakukan pada hari ke-5
setelah  dilakukan uji  penghambatan.
Pengamatan  menggunakan  mikroskop
cahaya terhadap perubahan yang terjadi
pada hifa seperti lisis, mengerut, menebal,
dan membengkak (Heriyati et al., 2023).

Pengujian secara in vitro dilakuan
menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL), terdapat 5 perlakuan yang diuji.
Setiap perlakuan diulang sebanyak 4 kali.
Kombinasi perlakuanya sebagai berikut:
KO = Kontrol (F. oxysporum f.sp. cepae)

Bml = Bacillus sp. isolat 1 (Bm1l) vs F.
oxysporum f.sp. cepae

Bm2 = Bacillus sp. isolat 2 (Bm2) vs F.
oxysporum f.sp. cepae

Bm3 = Bacillus sp. isolat 3 (Bm3) vs F.
oxysporum f.sp. cepae

Bm4 = Bacillus sp. isolat 4 (Bm4) vs F.
oxysporum f.sp. cepae

Data  yang diperoleh diuji
menggunakan uji F dengan taraf kesalahan
5% dan apabila berpengaruh nyata
dilanjutkan dengan uji BNT pada taraf 5%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

F. oxysporum f.sp. cepae. Yyang
diisolasi dari tanaman bawang merah
memiliki koloni berwarna putih dengan

tengah permukaan bawah berwarna
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kekuningan serta tekstur miselium seperti
kapas. Koloni F. oxysporum f.sp. cepae
tumbuh menyamping dan aerial. Menurut
Sholihah et al. (2019) koloni Fusarium sp.
memiliki bentuk tidak rata, warna dasar
koloni putih kekuningan, dengan arah
pertumbuhan miselium menyamping serta
memiliki struktur halus. Mathukumar et al.
(2022) menyatakan bahwa F. oxysporum
f.sp. cepae memiliki koloni yang mampu
menghasilkan miselium halus menyerupai
kapas dan memiliki dasar koloni bervariasi
antara putih hingga merah muda atau putih
hingga kekuningan.

Berdasarkan ~ pada  pengamatan
mikroskopis  menunjukkan  morfologi
makrokonidium berbentuk bulan sabit
(Gambar 2.b). Menurut Matukhumar et al.
(2022) makrokonidium  Fusarium  sp.
berbentuk bulan sabit, hialin dan memiliki
3-5 septum, mikrokonidiumnya berukuran
lebih kecil dari makrokonidium, berbentuk
oval, dan bersel tunggal atau ganda.
Klamidospora F. oxysporum berbentuk
bulat, berdinding tebal, terbentuk pada
ujung hifa yang lurus (Sari et al., 2017).

Pengamatan uji antibiosis diamati
pada hari ke 5 setelah inokulasi.
Berdasarkan pengamatan yang dilakukan
menunjukkan terbentuknya zona hambat
diantara Bacillus sp. dan F.oxysporum f.sp
cepae. Menurut Bawantari et al. (2020)
terbentuknya zona hambat terjadi karena
bakteri mampu memproduksi metabolit
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sekunder yang bersifat antijamur, yang
mampu menekan pertumbuhan patogen
melalui  mekanisme  antibiosis  dan

kompetisi. Antibiosis merupakan
mekanisme antagonis dengan menghasilkan
metabolit sekunder berupa antibiotik atau
senyawa mirip antibiotik seperti enzim
pelisis, senyawa yang mudah menguap,
siderofor, dan substansi toksik lainnya
(Haggag & Mohamed, 2007). Bacillus
subtilis mampu menekan pertumbuhan
Ralstonia solanacearum penyebab penyakit

layu Dbakteri pada kentang melalui
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mekanisme  anitibiosis.  B.  subtilis
membentuk zona hambat sebesar 18 mm
(Prihatiningsih et al., 2015). Terbentuknya
zona hambat menunjukan adanya aktivitas
Bacillus sp. yang berkompetisi dengan
patogen dalam medium yang sama untuk
memperoleh nutrisi dan ruang agar tumbuh
dengan baik (Masyitah et al., 2023).
Kemampuan kompetisi Bacillus sp. yang
baik menyebabkan pertumbuhan Fusarium
sp. terhambat yang ditunjukkan dengan

terbentuknya zona hambat.

c

Gambar 2. Morfologi F.oxysporum f.sp. cepae. (a) koloni, (b) makronidium (c) hifa.

Bm 3

Bm 4

Gambar 3. Uji antibiosis Bacillus sp. Bm1, Bm2, Bm3 dan Bm4 terhadap F. oxysporum f.sp.

cepae pada medium PDA.
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Tabel 1. Persentase daya hambat Bacillus sp. terhadap F.oxysporum f.sp. cepae.

Perlakuan Persentase Daya Hambat (PDH %)
KO 0,00 a
Bml 10,72 b
Bm2 9,39 Db
Bm3 11,41 b
Bm4 9,76 b

Keterangan: angka yang diikuti dengan huruf yang berbeda menunjukkan adanya
perbedaan yang nyata dengan BNT 5%.

Berdasarkan pengamatan
menunjukan bahwa keempat perlakuan
Bml, Bm2, Bm3, dan Bm4 memberikan
perbedaan yang nyata dengan kontrol
namun keempat Bacillus sp. tersebut tidak
berbeda nyata terhadap pertumbuhan F.
oxysporum f.sp. cepae secara in vitro (Tabel
1.). Hal ini menunjukan bahwa tiap
perlakuan isolat Bacillus sp. (Bm1-4) dapat
menghambat pertumbuhan F. oxysporum
f.sp. cepae secara in vitro dengan potensi
yang sama, namun dengan persentase daya
hambat yang bervariasi. Urutan persentase
penghambatan ditunjukan oleh perlakuan
Bm3, Bml, Bm4, dan Bm2, berturut-turut
sebesar 11,41, 10,72, 9,76, dan 9,39%. Zona
bening yang ditunjukan mengindikasikan
bahwa isolat bakteri memproduksi senyawa
metabolit sekunder yang dapat menghambat
pertumbuhan jamur patogen (Nugraheni et
al., 2021).

hambat disebabkan oleh kemampuan isolat

Perbedaan persentase daya

bakteri menghasilkan jenis dan jumlah

metabolit  sekunder  yang  bersifat

menghambat berbeda (Flori et al., 2020).

Menurut Prastya et al. (2014) kategori
persentase daya hambat yang kuat yakni
>40%, dan lemah <30%, serta tidak
memiliki kemampuan 0%. Berdasarkan
pengamatan yang dilakukan menunjukan
bahwa persentase daya hambat Bacillus sp.
terhadap F. oxysporum f.sp. cepae dalam
kategori lemah. Rendahnya nilai persentase
daya hambat tersebut dapat dipengaruhi
oleh beberapa faktor seperti pH medium,
masa inkubasi, ukuran inokulum, aktivitas
metabolisme bakteri dan stabilitas zat aktif
(Dutta et al, 2013).
pengamatan yang dilakukan persentase

Berdasarkan

daya hambat terbesar mencapai 11,41 %
dengan Kkategori daya hambat lemah.
Medium yang digunakan mempengaruhi
pertumbuhan isolat bakteri dalam menyerap
nutrisi. Menurut Saputra et al. (2015)
kemampuan  isolat  bakteri  dalam
menghambat jamur patogen dipengaruhi
oleh perbedaan fisiologis bakteri dalam
memanfaatkan nutrisi pada medium.
Bakteri dapat memanfaatkan nutrisi untuk
menghasilkan pertumbuhanya dan untuk
metabolit sekunder.
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Pengamatan malformasi pada
F.oxysporum f.sp. cepae dilakukan dengan
mengamati hifa yang berbatasan dengan
zona hambatan pada mikroskop cahaya.
Berdasarkan pengamatan yang dilakukan
menunjukan beberapa malformasi
pertumbuhan hifa F.oxysporum f.sp. cepae.
Abnormalitas yang ditunjukan berupa
pembengkakan (Gambar 4.b dan 4,c), hifa
yang mengeriting (Gambar 4.d), terjadinya
lisis pada hifa (Gambar 4.e) dan hifa yang
mengerut (4.f). Abnormalitas pertumbuhan
hifa terjadi karena Bacillus sp. mempunyai
mekanisme antibiosis dengan menghasilkan
metabolit sekunder yang bersifat antijamur.
Menurut Heriyati et al. (2023) pengamatan
zona hambat Bacillus spp. melawan
Fusarium sp. menunjukan pertumbuhan
abnormal yang berbeda pada setiap
perlakuan.  Abnormalitas  pertumbuhan
ditunjukan dengan hifa yang bengkok,
melingkar,

menyusut, membengkak,
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Gambar 4. Malformasi hifa F. oxysporum f.sp. cepae (a) kontrol, (b,c) pembengkakan, (d)
mengeriting, (e) lisis, (f) mengerut.

keriting dan lisis. Abnormalitas
pertumbuhan hifa berupa pemendekan,
pembengkakan, membengkok dan lisis
yang menyebabkan hifa tidak dapat
berkembang dengan sempurna disebabkan
oleh metabolit sekunder berupa enzim
protease, selulase dan amilase yang
dihasilkan oleh Bacillus sp. (Anjarsari et
al., 2022).

Menurut Bawantari et al. (2020)
mekanisme antibiosis bakteri menghasilkan
senyawa antibiotik yang menyebabkan hifa
patogen abnormal atau malformasi.
Senyawa antibiotik yang menyebabkan hifa
jamur patogen abnormal yakni cyclic
lipopeptides, small peptides, polyketides,
bacillomycin D, fengycin A, dan fengycin B
(Boulahouat et al., 2023). Mugiastuti et al.
(2012) menyatakan bakteri endofit seperti
Bacillus sp. menghasilkan  beberapa
metabolit sekunder yang menunjukan

aktivitas antibakteri dan antijamur. Bakteri
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tersebut memiliki aktivitas enzim kitinase.
Enzim Kitinase merupakan enzim yang
menyebabkan lisis pada dinding sel patogen
dengan mendegradasi komponen Kitin yang
merupakan penyusun dinding sel jamur F.
oxysporum (Abidin et al., 2015). Bacillus
sp. menghasilkan enzim kitinase sebagai
mekanisme antibiosis terhadap jamur,
karena mampu mendegradsi dinding sel
jamur yang terdiri atas kitin. Hal ini
ditunjukkan pada B. subtilis B298 dari
crude ekstrak menghasilkan enzim kitinase
optimum pada inkubasi 15 jam dengan
aktivitas kitinase sebesar 6.937 U/mL
(Lestari et al., 2017).

KESIMPULAN

Pengujian antibiosis 4 isolat Bacillus
sp (Bml-4) yang berasal dari rizosfer
bawang merah menunjukan persentase daya
hambat yang bervariasi. Urutan persentase
daya hambat ditunjukan oleh Bacillus sp.
isolat Bm3, Bm1, Bm4 dan Bmz2, berturut-
turut sebesar 11,41, 10,72, 9,76 dan 9,39%.
Pengamatan secara mikroskopis
menunjukan pertumbuhan hifa
F.oxysporum f.sp. cepae tidak normal
seperti membengkak, mengeriting, lisis dan

mengerut.
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