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ABSTRACT

Evaluation of fiveinner carriersand Bacillus subtilisformulation to control banded leaf and sheath blight (Rhizoctonia
solani Kuhn). One alternative control method against plant pathogens is the use of antagonistic microorganisms, such as
Bacillus subtilis. The use of the antagonistic bacteria on corn especially in Indonesia is still lack. The objective of this
research was to evaluate some inner carrier and to make formulated antagonistic B. subtilis to be used as biological control
agents on corn diseases. This research consists of laboratory and greenhouse activities. The laboratory activities consist of
B. subtilis biomass production, formulation of B. subtilis, and evaluation of five types of inner carrier. In the greenhouse,
testing the formulation B. subtiliswith talc as an inner carrier, which is compared with the treatment solution of B. subtilis,
nordox, metalaxyl fungicides. The data collected in this study were percentage of germination, damping off due to pathogen
R. solani, plant height, plant fresh weight, and percentages of R. solani incidence on 14 DAP. The results showed that talc
powder and corn flour were the best inner carrier to be used in sorage formulation of antagonistic Bacillus. Formulated
Bacillus subtilis TM4 showed no negative affect on seed germination and able to suppress the development of R. solani in
greenhouse.
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ABSTRAK

Evaluasi limajenisinner carrier dan formulas Bacillussubtilisuntuk pengendalian hawar pelepah jagung (Rhizoctonia
solani Kuhn). Salah satu alternatif pengendalian patogen tanaman yaitu pemanfaatan mikroorganisme antagonis seperti
Bacillus subtilis. Penggunaan bakteri antagonis tersebut pada tanaman jagung di Indonesia masih sangat kurang. Penelitian
ini bertujuan mengevaluasi beberapa inner carrier dan membuat formulasi bakteri antagonis B. subtilis untuk digunakan
sebagal agensia pengendali hayati penyakit pada tanaman jagung. Kegiatan penelitian ini terdiri dari kegiatan laboratorium
dan rumah kaca. Di laboratorium dilakukan produksi biomass B. subtilis, pembuatan formulasi B. subtilis, dan evaluasi
formulasi dari limajenisinner carrier. Di rumah kaca, dilakukan pengujian formulasi B. subtilis dengan talc sebagai inner
carrier yang dibandingkan dengan perlakuan larutan B. subtilis, fungisida nordox, dan fungisida metalaxyl. Pengamatan
dilakukan terhadap daya kecambah, damping off akibat patogen R. solani, tinggi tanaman, berat segar tanaman, dan persentase
serangan R. solani pada 14 HST. Hasil penelitian menunjukkan bahwa tal c dan tepung jagung merupakan inner carrier yang
terbaik untuk digunakan dalam pembuatan formulasi bakteri antagonisB. subtilis. Formulasi B. subtilis TM4 tidak berpengaruh
negatif terhadap daya kecambah benih serta mampu menekan perkembangan R. solani di rumah kaca.

Kata kunci: Bacillus subtilis, formulasi, inner carrier, Rhizoctonia solani

PENDAHULUAN

Semuabagian dari tanaman jagung adal ah rentan
terhadap serangan berbagai jenis penyakit yang dapat
menurunkan baik kualitas maupun kuantitas. Selain
penyakit bulai, sejumlah penyakit penting padatanaman
jagung seringkali berpengaruh secara ekonomi,
diantaranya adalah penyakit hawar pelepah yang
disebabkan oleh cendawan Rhizoctonia solani dan

penyakit bercak daun yang disebabkan oleh cendawan
Bipolaris maydis.

Cendawan R. solani adalah patogen tular tanah
dan memiliki kisaran inang yang luas, sehingga sulit
dikendalikan (Ogoshi, 1987). Pengendalian terhadap
penyakit tersebut selamaini masih mengandalkan pada
penggunaan pestisi dakimiawi, sedangkan penggunaan
varietas tahan masih sangat terbatas jumlahnya.
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Beberapatahun belakangan ini, penelitian tentang
pemanfaatan mikroorganisme antagonis untuk
mengendalikan penyakit-penyakit tersebut banyak
dilakukan. Salah satu mikroorganisme antagonis yang
menunjukkan hasil yang baik dalam pengendalian
patogen penyebab penyakit adalah bakteri antagonis
Bacillus subtilis yang keefektifannya dalam
mengendalikan penyakit-penyakit pada berbagai
komoaditas telah banyak menunjukkan hasil yang baik
(Kilian et al., 2000; Schisler et al., 2002; EPA, 2003).
Agensiapengendai hayati menunjukkan kemampuannya
dalam menghambat perkembangan penyakit tanaman
serta meningkatkan pertumbuhan tanaman dengan
mekani sme yang khas (Keel & Defago, 1997). Rustam
et al. (2011) telah memperoleh beberapa bakteri
antagonis yang potensial sebagai agensia pengendali
hayati penyakit hawar pel epah padi. Namun penggunaan
bakteri antagonis sebagai agensia hayati tersebut pada
tanaman jagung masih sangat kurang terutama di
Indonesia.

Untuk memudahkan aplikasi bakteri antagonis
untuk mengendalikan penyakit tanaman, dibutuhkan
suatu formulasi dengan bahan inner carrier yang tepat
sebagai sumber karbon. Berdasarkan hal tersebut di atas
penelitian ini dilakukan untuk mengevaluasi beberapa
inner carrier untuk digunakan dalam pembuatan
formulasi bakteri antagonis Bacillus.

METODE PENELITIAN

Tempat dan Waktu. Penelitian ini dilaksanakan di
L aboratorium Penyakit Tanaman dan rumah kacaBalai
Penelitian Tanaman Serealia (Balitsereal) di Maros
Sulawes Selatan, pada bulan Februari sampai dengan
Mei 2013.

Produksi Biomass B. subtilis. Isolat B. subtilis (3
isolat terbaik dari penelitian sebelumnya) di perbanyak
pada media Potato Dextrose Broth (PDB) (250 g
kentang + 20 g dextrose + 1000 ml akuades steril).
Sebanyak 180 ml larutan PDB tersebut dimasukkan ke
dalam Erlenmeyer berukuran 1000 ml yang diulang 5
kali, kemudian disterilkan pada tekanan 15 psi selama
15 menit. Setelah sterilisasi, setiap erlenmeyer
diinokulas dengan B. subtilisyang berumur 36 jam dan
terlebih dahulu dilarutkan ke dalam akuades steril . Kultur
tersebut kemudian dikocok selama36 jam. Biomassyang
dihasilkan dipanen dengan menggunakan alat
sentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 6 menit.
Sel bakteri hasil sentrifugasi inilah yang digunakan di
dalamformulasi.
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Evaluasi beberapa Inner carrier sebagai Bahan
Formulasi B. subtilis. Inner carrier yang akan
dievaluasi dan bahan additive yang akan digunakan
dalamformulasi adal ah:

A. Tac + 0,25% yeast extract + 1% CMC

B. Tepung beras + 0,25% yeast extract + 1% CMC
C. Tepung tapioka + 0,25% yeast extract + 1% CMC
D. Tepung jagung + 0,25% yeast extract + 1% CMC
E. Tepung beras pecah + 0,25 yeast extract + 1% CMC

Dua puluh lima g inner carrier, 0,25% yeast
extract, dan 1% Carboxymethyl Cellulose (CMC)
dicampur di dalam wadah aluminium steril. Bahan
campuran tersebut |alu dimasukkan ke dalam erlenmeyer
berukuran 500 ml, kemudian disterilkan pada tekanan
15 psi selama 30 menit. Setelah disterilkan dan
didinginkan, dimasukkan 20 ml sel bakteri yang telah
disiapkan sebelumnya ke dalam masing-masing
campuran inner carrier tadi, kemudian dicampurkan
secara merata dan dikeringanginkan di dalam laminar
flow selama 48 jam. Setelah kering, bahan formulasi
tersebut dimasukkan ke dalam kantong plastik steril
kemudian disimpan di dalam suhu ruangan untuk
digunakan selanjutnya.

Bahaninner carrier yang paling baik adalah yang
mengandung sel bakteri paling banyak. Untuk
mengetahui kandungan sel bakteri pada setiap bahan
inner carrier, dilakukan pengujian sebagai berikut: satu
gformulasi bakteri dimasukkan ke dalam kantong plastik
steril yang beris 100 g biji jagung dantel ah ditambahkan
1 ml akuades gteril, lalu dikocok hinggaformulas tersebut
membungkus biji jagung secara merata. Kemudian
diambil tigabiji jagung tadi secaraacak lalu dimasukkan
kedalam tabung reaks yang berisi 10 ml akuades steril,
lalu diencerkan hingga 102 Dari larutan yang telah
diencerkan tadi, diambil 0,1 ml menggunakan pipet steril
dan diletakkan pada cawan Petri berisi Potato dextrose
peptone agar (PDPA) dengan komposisi 200 g kentang,
20 g dekstrose, 20 g agar, 15 g peptone dan 1000 ml
akuades, lalu disebar dengan menggunakan glass rod
hockey. Cawan Petri tersebut kemudian diberi selotip
dan diinkubasi dengan posisi terbalik. Setelah 24 jam,
koloni bakteri yang terbentuk pada setiap cawan Petri
dihitung.

Pengujian Formulasi B. subtilis TM4 terhadap
Rhizoctonia solani di Rumah Kaca. Sebelum
dilakukan pengujian terlebih dahulu disiagpkan formulasi
B. subtilis TM4 dengan mencampurkan 20 ml suspensi
bakteri yang diambil dari kultur bakteri + talc yang sudah
disterilkan + 0,25% yeast extract dan 1% CMC lalu
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dikeringanginkan di dalam laminar flow chamber
selama dua hari.

Inokulum patogen R. solani disiapkan dengan
membi akkannya pada medi acampuran beras dan sekam
padi yang dimasukkan di dalam plastik berukuran 1 L.
Sebelum dibiakkan, mediatersebut disterilkan selama?2
jam pada tekanan 15 psi. Setelah sterilisasi diambil
potongan biakan R. solani dari cawan Petri (3 mm?)
lalu dimasukkan ke dalam media steril tadi. Biakan
tersebut disimpan di dalam suhu kamar selama2 minggu.
Setelah biakan R. solani siap, inokulum tersebut
kemudian dicampurkan kedalam baki plastik yangtelah
diisi tanah steril dan dibiarkan selama 14 hari. Sebagai
kontrol, digunakan tanah pada baki plastik yang tidak
diinokulasi dengan R. solani. Setelah inokulum siap di
dalam baki tadi, ke dalam baki-baki tersebut ditanam
biji jagung yang telah diberi perlakuan benih dengan cara
10 gformulasi bakteri dicampurkan dengan 1 kg benih
jagung di dalam kantong plagtik dan dikocok hinggarata.
Perlakuan disusun dalam rancangan acak lengkap yang
terdiri dari 7 perlakuan dan 3 ulangan sebagai berikut:

P1 = Seed treatment dengan larutan B. subtilisTM4

P2 = Seed treatment dengan formulasi B. subtilis
TM4+ 0,5% gum Arabic

P3 = Seed treatment dengan fungisida nordox

P4 = Seed treatment dengan fungisida metalaxyl

P5 = Seed treatment dengan fungisida nordox +
metal axy!

P6 = Kontrol (diinokulasi dengan R. solani)

P7 = Kontrol (tanpainokulasi dengan R. solani)

Pengamatan dilakukan terhadap daya kecambah
pada 7 Hari Setelah Tanam (HST), tinggi tanaman,
damping off, berat segar keseluruhan tanaman dan
persentase serangan R. solani pada 14 HST.
Persentase serangan R. solani dihitung dengan
menggunakan rumus sebagai berikut:

Vol. 15 No. 2, 2015: 164 - 169

P:%x100%

dengan:

P = Persentase serangan R. solani

a = Jumlah tanaman terserang R. solani
b = Jumlah tanaman yang diamati

Analisis Data. Data hasil limajenisinner carrier in
vitrodan hasil pengujianinvivodi rumah kacadianalisis
dengan program komputer SASver. 9.1.3 (SAS|nstitute
Inc., 2006).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengamatan terhadap jumlah koloni
bakteri antagonis padalimainner carrier menunjukkan
bahwa talc adalah inner carrier terbaik diantarainner
carrier lainnyayang diuji diikuti dengan tepungjagung
(Tabel 1). Hal ini diduga karena ukuran partikel dari
talc paling kecil diantarainner carrier lain, ini ditandai
dengan serbuk talc lebih halus dari inner carrier lain
dan sifathya mudah menyebar sehinggajikadisebarkan
dalamair terbentuk suspensi yang kental dan akan mudah
berikatan dengan larutan bakteri. Menurut Anonim
(2014), talc merupakan garam anhidrat yang bersifat
cepat terhidrasi dengan mengikat air atau senyawa-
senyawayang dapat mengikat air melalui pengikatan di
permukaan (surface adhesion) tanpa menjadi basah
dan menggumpal.

Pada Tabel 1 tampak bahwa dari tiga isolat B.
subtilis yang diuji, isolat TM4 menunjukkan populasi
bakteri yang terbanyak yakni rata-rata 99 x 10° cfu/ml.
Selain talc, tepung jagung juga memperlihatkan hasil
yang baik sebagai inner carrier, terutama bagi isolat
BNTS5. Pada Tabel 1 nampak bahwa jumlah koloni
bakteri antagonis dengan formulasi tepung jagung

Tabel 1. Jumlah koloni 3isolat B. subtilispada5 formulasi di |aboratorium

Jumlah koloni B. subtilis (x 10° cfu/ml)

Inner carrier
Isolat TLB1 (57) Isolat TM4 (87) Isolat BNt5 (109)
Talc 73,33a 99,00 a 96,67 a
Tepung jagung 29,00 b 32,33 b 88,00 a
Tepung beras pecah 13,00 ¢ 9,67cC 24,33 b
Tepung beras 11,33c¢c 13,00c 12,33b
Tepung tapioka 567c 433c 15,33b
KK (%) 29,22 15,09 13,79

Angkadalam kolom yang diikuti oleh huruf yang samatidak berbedanyata menurut uji BNT 5%.
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sebagai inner carrier adalah sebanyak 88 x 10° cfu/ Hasil pengujian secara in vivo di rumah kaca
ml. Secarastatistika, hasil ini tidak berbedanyatadengan  disajikan pada Tabel 2 dan Tabel 3. Hasil pengamatan
inner carrier talc, namun berbeda nyatadengan inner  terhadap persentase tanaman tumbuh pada semua
carrier lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa tepung  perlakuan menunjukkan bahwa persentase benih tumbuh
jagung bisajugadigunakan sebagai inner carrier dalam  berkisar antara 98,7-99,3% (Gambar 1). Hasil analisis
formulasi bakteri antagonis. statistikaterhadap rata-rata persentase tanaman tumbuh

Tabel 2. Rata-rata persentase tanaman tumbuh pada 1 MST. RK Balitsereal 2013

No. Perlakuan Tanaman tumbuh (%)
1. Seedtreatment dengan larutan Bacillus 98,7

2. Seed treatment dengan formulasi Bacillus + 0,5% gum Arabic 99,3

3. Seed treatment dengan fungisida nordox 99,3

4.  Seed treatment dengan fungisida metalaxy!l 98,7

5. Seed treatment dengan nordox + metalaxy!l 99,3

6. Kontrol (diinokulasi) 98,7

7. Kontrol (tanpainokulasi) 98,7

KK (%) 1,76 tn

Tabel 3. Rataratatinggi tanaman, rata-rata berat segar tanaman, dan persentase serangan R. solani (14 HST)
pada5 perlakuan dan 2 kontrol di rumah kawat Balitsereal 2013

Tinggi Berat segar  Persentase

No. Perlakuan tanaman tanaman serangan
(cm) (9 R. solani (%)
1. Seed treatment dengan larutan Bacillus 33,8 30,0 34b
2. Seed treatment dengan formulasi Bacillus + 0,5% gum Arabic 33,8 31,8 2,7ab
3. Seed treatment dengan fungisida nordox 34,6 26,5 54 bc
4,  Seed treatment dengan fungisida metalaxyl 30,1 26,0 74c
5. Seed treatment dengan nordox + metalaxyl 33,7 26,6 8,1c
6. Kontrol (diinokulasi) 32,6 27,0 18,9d
7.  Kontrol (tanpainokulasi) 33,7 27,0 0,0a
KK (%) 10,7 tn 7,2tn 27,8*

Angkadalam kolom yang diikuti oleh huruf yang samatidak berbedanyata menurut uji BNT 5%.

Gambar 1. Keadaan tanaman pada 7 hari setelah tanam di rumah kaca Balitsereal 2013
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pada 1 minggu setelah tanam (M ST) menunjukkan tidak
ada perbedaan yang nyata antar perlakuan. Hal ini
menunj ukkan bahwa seed treatment dengan formulasi
bakteri antagonis B. subtilis TM4 + yeast extract +
CMC + gum Arabic tidak berpengaruh negatif terhadap
dayakecambah benih. Kilian et al. (2000) melaporkan
bahwa kolonisasi akar dan rizosfer dipengaruhi oleh
sejumlah faktor termasuk teknik aplikasi. Selanjutnya
Canaday & Ownley (1999) mengemukakan bahwa
proporsi populasi B. subtilis padaakar tergantung pada
jumlah B. subtilisyang diaplikasikan.

Hasil pengamatan terhadap tinggi tanaman pada
14 HST menunjukkan bahwa hanya perlakuan P4 yang
agak pendek dibanding dengan perlakuan lainnya (Tabel
3). Hasil analisis statistika terhadap rata-rata tinggi
tanaman menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata
antar perlakuan. Pada Tabel 2 tampak bahwa perlakuan
benih dengan B. subtilisbaik yang tanpaformulasi (P1)
maupun dengan formulasi (P2) menunjukkan tinggi
tanaman yang hampir sama dengan kontrol tanpa
inokulasi R. solani.

Hasil pengamatan terhadap berat segar 10
tanaman pada 14 HST disgjikan pada Tabel 2. Pada
Tabel 2 terlihat bahwawal aupun rata-ratatinggi tanaman
pada semua perlakuan hampir sama, namun perlakuan
benih dengan formulasi B. subtilis menunjukkan rata-
rata berat segar tanaman yang lebih tinggi dibanding
perlakuan lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa B.
subtilis disamping sebagai antagonis bagi cendawan,
jugaberfungsi sebagai pemacu daya tumbuh tanaman,
seperti yang dikemukakan oleh Van Loon et al. (1998),
perlakuan benih dengan plant growth promoting
rhizobacterium (PGPR) seperti Bacillus spp.
meningkatkan persentase kecambah benih, vigor
tanaman, pertumbuhan akar, biomas tanaman, dan lain-
lain. SelanjutnyaPrathibha & Siddalingeshwara (2013)
mengemukakan bahwa PGPR seperti B. subtilisefektif
meningkatkan kualitas benih seperti daya kecambah,
indeks vigor, dan kualitas nutrisi seperti kandungan
protein dan karbohidrat.

Mishra et al. (2010) mengemukakan bahwa
perlakuan benih dengan B. subtilis meningkatkan
produksi pada tanaman Pelagronium gravelen.
Selanjutnya Mohamed & Gomaa (2012) melaporkan
bahwa benih lobak yang diinokulasi dengan B. subtilis
sebelum tanam, meningkatkan secara nyata biomas
segar dan kering akar dan daun. Selain itu bakteri
tersebut jugameningkatkan kandungan fitohormon (IAA
dan GA) sertakandungan N, P, K, Ca, dan Mg. Baugh
(2014) juga mengemukakan bahwa B. subtilis
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menghasilkan auksin yang bersifat meningkatkan daya
tumbuh tanaman.

Hasil pengamatan terhadap persentase serangan
R. solani pada 14 HST disgjikan pada Tabel 3. Hasil
analisis statistika terhadap persentase serangan
cendawan R. solani menunjukkan bahwa perlakuan
Seed treatment dengan formulasi B. subtilis TM4 +
0,5% gum Arabic berbedanyata dengan perlakuan Seed
treatment dengan fungisida metalaxyl dan seed
treatment dengan fungisida nordox + metalaxyl serta
dengan perlakuan kontrol (diinokulasi dengan R. solani).
Perlakuan Seed treatment dengan formulasi B. subtilis
TM4 + 0,5% gum Arabic tersebut tidak berbeda nyata
dengan perlakuan seed treatment dengan larutan B.
subtilisTM4, seed treatment dengan fungisida nordox,
dankontrol (tanpainokulasi dengan R. solani). Namun
demikian, persentase serangan cendawan R. solani
ditemukan terendah pada perlakuan Seed treatment
dengan formulasi B. subtilis TM4 + 0,5% gum Arabic
dengan persentase serangan 2,7%. Hal ini diduga
tanaman memberikan reaksi ketahanannya terhadap
infeksi patogen akibat adanya bakteri antagonis yang
juga berperan dalam meningkatkan mekanisme
ketahanan jaringan tanaman. Menurut Van Loon et al.
(1998), mekanisme ketahanan tanaman yang
dipengaruhi oleh bakteri antagonisini dikenal dengan
istilah ketahanan terinduksi secara sistemik (induced
systemic resistance). Dan persentase serangan tertinggi
ditunjukkan oleh perlakuan kontrol (tanpa inokulasi
dengan R. solani).

Hasil pendlitianini menunjukkan bahwaformulas
bakteri antagonis B. subtilis TM4 dapat menekan
perkembangan serangan cendawan R. solani.
Kemampuanini mungkin disebabkan oleh antibiotik yang
dihasilkan oleh bakteri tersebut. Seperti yang
dikemukakan oleh Idlamet al. (2012), bahwakomposisi
nutrisi (karbon dan nitrogen) dan kondisi lingkungan (pH
dan temperatur) mempengaruhi produksi antibiotik dari
bakteri antagonis. EPA (2003) melaporkan bahwa B.
subtilisstrain QST 713 dapat mencegah perkembangan
sejumlah jenis cendawan tertentu yang kemungkinan
dengan cara bersaing dalam hal kebutuhan hara,
lingkungan pertumbuhan tanaman, dan secaralangsung
mengkolonisasi cendawan patogen. Niu et al. (2011)
mel aporkan bahwa Bacillus cereus AR156 merupakan
PGPR yang menginduksi ketahanan tanaman terhadap
berbagai jenis patogen termasuk Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000. Bakteri ini meningkatkan
bi omas tanaman dan menekan perkembangan penyakit
di daun.
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SIMPULAN

Talc dan tepung jagung merupakan inner carrier
yang terbaik untuk digunakan dalam pembuatan
formulas bakteri antagonisBacillussubtilis. Formulasi
bakteri antagonis Bacillus subtilis TM4 tidak
berpengaruh negatif terhadap daya kecambah benih.
Formulasi bakteri antagonisBacillusisolat TM4 mampu
menekan perkembangan cendawan patogen R. solani
di rumah kaca.
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