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ABSTRACT

Tobacco bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum has been controlled
biologically in the greenhouse by the use of rhizosphere microorganisms, i.e. fluorescent
pseudomonads and Bacillus spp. Root dipping for 30 minutes in the antagonist suspension
(10% cfu/ml) suppressed bacterial wilt development. The best results were obtained with
fluorescent pseudomonads Pf-20 and Bacillus sp. Ba-118 isolates but the repression was
annuled with the use of its combination. Disease severity were higher when the plants were
treated with the combination between fluorescent pseudomonads. Treatment combinations
between Pf-28, Pf-31, Pf-33 and Ba-118 could reduce the disease index.

Key words : tobacco, bacterial wilt, biological control.

INTISARI

Penyakit layu bakteri tembakau yang disebabkan oleh Ralstonia solanacearum
dikendalikan secara hayati di rumah kaca dengan mikroorganisme risosfer yaitu
pseudomonad fluoresen dan Bacillus spp. Perendaman akar selama 30 menit dalam suspensi
antagonis (10° cfu/ml) mampu menekan perkembangan penyakit layu. Penekanan penyakit
yang terbaik diperoleh dengan isolat pseudomonad fluoresen Pf-20 atau Bacillus sp. isolat
Ba-118 namun bukan dengan kombinasinya. Kombinasi perlakuan dengan campuran
suspensi antar-isolat pseudomonad fluoresen memperparah munculnya penyakit, sedangkan
kombinasi antara Pf-28, Pf-31, Pf-33 dengan Ba-118 dapat menurunkan indeks penyakit.

Kata kunci : tembakau, layu bakteri, pengendalian hayati

PENGANTAR

Penyakit layu bakteri yang disebabkan
oleh Ralstonia solanacearum (dahulu
Pseudomonas solanacearum) merupakan
kendala biologi yang sangat penting pada
budidaya tembakau cerutu yang diusahakan
oleh PTPN-II di Medan (Hartana,-1978).
Kerugian yang ditimbulkan sangat besar,
persentase kelayuan tanaman di lapangan
mencapai 50% pada tahun 1994 (Arwi-
yanto, 1995). Berbagai usaha pengendalian
telah dilakukan namun penyakit layu masih
banyak ditemukan. Para ahli Belanda

sebelum Perang Dunia II menganjurkan
rotasi dengan tanaman hutan selama
delapan tahun (Kelman, 1953). Cara ini
terbukti dapat menekan penyakit, namun
memerlukan waktu yang sangat panjang.
Untuk lebih mengoptimalkan peng-
gunaan lahan maka PTPN-II melakukan
rotasi dengan tebu selama tiga tahun,
kemudian lahan ditanami Mimosa invisa
selama enam bulan sebelum ditanami
kembali dengan tembakau. Perubahan
rotasi tanaman ini menyebabkan kemuncul-
an penyakit layu yang cukup tinggi.
Pengendalian hayati berdasarkan antago-
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nisme antara mikroorganisme dalam tanah
dengan patogen kemudian dikembangkan
untuk menekan penyakit layu tersebut.
Isolasi dari risosfer M. invisa menghasilkan
ratusan isolat pseudomonad fluoresen dan
Bacillus spp. yang mampu menekan
pertumbuhan patogen di laboratorium
(Arwiyanto, 1997). £

Bakteri risosfer seperti pseudomonad
fluoresen dan Bacillus spp. telah banyak
digunakan sebagai agensia pengendalian
hayati patogen tumbuhan (Cook & Baker,
1983; Weller, 1985). Hasil yang diperoleh
sangat bervariasi tergantung isolat
antagonis, patogen, dan lingkungannya.

Tulisan berikut melaporkan bahwa
beberapa di antara isolat yang diperoleh di
laboratorium mampu menekan perkem-
bangan penyakit layn bakteri tembakau di
rumah kaca.

BAHAN DAN METODE

Tanaman. Tanaman tembakau varietas
Deli-4 digunakan dalam percobaan ini.
Tanaman disemai pada pot plastik sampai
berumur 40 hari.

Bakteri dan kondisi kultur. Bakteri
antagonis yang digunakan adalah 10 isolat
pseudomonad fluoresen dan 10 isolat
Bacillus spp. hasil isolasi dari risosfer M.
invisa {Arwiyanto, 1997). Pseudomonad
fluoresen ditumbuhkan pada  medium
King’s B sedangkan Bacillus spp. pada
medium Tryptic Soy Agar pada suhu
kamar selama 48 jam. Koleni tunggal
diambil dan ditumbuhkan pada medium
agar miring yang sesuai. Ralstonia
solanacearum isolat Ps-47 digunakan
sebagai patogen layu; ditumbuhkan pada
medium CPG (casamino acid peptone
glucose) selama 48 jam. Koloni virulen
ditumbuhkan kembali pada medium agar
miring CPG selama 24 jam pada suhu
kamar.

Persiapan inokulum bakteri. Bakteri
antagonis ditumbuhkan pada medium agar
miring yang sesuai selama 48 jam pada

suhu kamar. Setelah masa inkubasi sel
bakteri disuspensikan dalam -air steril
sampai pada kerapatan 10° dan 10’ cfu/ml.
R. solanacearum ditumbuhkan pada
medium CPG cair pada suhu kamar selama
48 jam. Sel bakteri dipisahkan dari
mediumnya dengan sentrifugasi pada
6000xg selama 30 menit kemudian
disuspensikan dalam air steril sampai pada
kerapatan 10® dan 10" cfu/ml.

Metode inokulasi. Inokulasi dilakukan
dengan modifikasi metode Arwiyanto et al.
(1994) sebagai berikut:

1. Pengendalian dengan antagonis tung-
gal. ‘Akar tanaman tembakau dibersihkan
dari tanah yang -melekat kemudian
direndam dalam suspensi bakteri antagonis
selama 30 menit. Selama menunggu
perendaman, pada tanah steril dalam pot
plastik dibuat enam lubang, kemudian di
setiap lubang dituangi - dengan 10 ml
suspensi R. solahacearum. Tanaman yang
telah direndam akarnya kemudian ditanam
pada pot-pot plastik tersebut. Sebagai
kontrol negatif, akar tanaman dicelup
dalam air steril selama 30 menit kemudian
ditanam pada pot plastik berisi tanah steril.
Kontrol positif terdiri atas tanaman yang
sistem perakarannya direndam dalam air
steril selama 30 menit, kemudian ditanam
pada pot berisi tanah yang sudah
diinvestasi dengan R. solanacearum.

2. Pengendalian dengan kombinasi anta-
gonis. Dari tiap-tiap antagonis yang
berhasil menekan perkembangan penyakit
layu pada percobaan tunggal di atas
dilakukan percobaan dengan kombinasi
dari  antagonis  tersebut.  Prosedur
pelaksanaannya sama seperti tersebut di
atas, hanya suspensi bakteri antagonis
merupakan campuran antara suspensi
pseudomonad fluoresen dengan Bacillus
spp. Konsentrasi tiap-tiap bakteri antagonis
adalah 10° cfuw/ml. Rasio volume dari
pseudomonad fluoresen dengan Bacillus
sp. tersebut adalah 1:1, 1:3, 1:4, 3:1, dan
4:1 (Tabel 1)
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Tabel 1. Antagonis yang dipakai pada tiap
perlakuan

No. Perl. * Perbandingan volume
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Pengamatan penyakit. Gejala penyakit
diamati setiap dua hari setelah perlakuan.
Keparahan penyakit dinilai dengan skala
sebagai berikut :

Vol. 5 No.1

tidak ada gejala

1-10% daun layu

11-30% daun layu

31-60 dan layu

> 60% - < 100% daun layu
semua daun layu

NBEWR—O

Indeks penyakit dihitung dengan formula
(Arwiyanto er al., 1994):

k
3 k.Nk

Indeks Penyakit = x 100%

Nk = jumlah tanaman dengan skala
keparahan penyakit &
k=0.1.23.45

N = jumlah tanaman yang digunakan

dalam percobaan

Z = skala keparahan tertinggi

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Pengendalian dengan antagonis tung-
gal. Pengendalian dengan pseudomonad
Sfluoresen. Tiap isolat yang digunakan
dalam percobaan ini mempunyai kemam-
puan yang berbeda-beda dalam menekan
perkembangan penyakit layu bakteri yang
disebabkan oleh R. solanacearum. Isolat
Pf-20 menunjukkan kemampuan yang
paling tinggi. Pada akhir percobaan tidak
ada  satupun tanaman yang bergejala
penyakit layu. Setelah diulang sekali lagi
isolat ini menunjukkan kemampuan yang
sama. '

Pada plot yang diperlakukan dengan
isolat Pf-28, gejala awal baru muncul pada
hari ke-16 setelah inokulasi dengan indeks
penyakit 6,67, sedangkan pada plot kontrol
indeks penyakit telah mencapai 88,9
(Gambar '1). Pada akhir pengamatan,

‘indeks penyakit pada plot yang diperlaku-

kan dengan isolat Pf-28 hanya mencapai
11,1 dengan jumlah tanaman tanpa gejala
sebanyak 90%. B
Kemampuan yang lain ditunjukkan
oleh isolat Pf-12. Gejala awal baru muncul
pada hari ke-12 dengan indeks penyakit

_pada akhir pengamatan sebesar 35,3 (33%

tanaman mati).
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Gambar . Perkembangan penyakit layu bakteri pada tembakau di rumah
kaca yang diperlakukan dengan pseudomonad fluoresen.

Meskipun isolat yang dicoba dalam
penelitian ini semua dapat menghambat
pertumbuhan patogen di laboratorium
(Diany & Arwiyanto, 1996), hanya
beberapa isolat saja yang mampu menekan
perkembangan penyakit di iumah kaca.
Beberapa peneliti lain melaporkan hal yang
sama mengenai adanya kemampuan
beberapa isolat antagonis yang berbeda di
laboratorium dan rumah kaca (Cook &

Baker, 1983; Campbell, 1989; Fravel,
1988). Pada kondisi  laboratorium,
antagonis hanya berhadapan dengan

patogen saja dan berada pada lingkungan
yang kaya nutrisi, sehingga mampu meng-
ekspresikan kemampuan penghambatan-
nya. Sedangkan di rumah kaca antagonis
dihadapkan pada kondisi lingkungan biotik
dan abiotik yang lebih kompleks. Proses
seleksi di laboratorium yang hanya
didasarkan pada fenomena antibiosis
memunculkan isolat-isolat yang tidak
konsisten menghambat patogen , meskipun
cara ini sangat efisien dalam seleksi
pertama terhadap isolat antagonis. Dengan
demikian metode ini tidak mungkin

menghasilkan agensia hayati dengan
mekanisme lain seperti kompetisi antara
agensia hayati dan patogen, atau
sinergisme antara mikroorganisme dengan
patogen. Hal yang terakhir ini (sinergisme)
merupakan suatu mekanisme yang belum
pemah diteliti oleh para ahli. Di Jepang
dilaporkan bahwa keberadaan ganggang
biru-hijau meningkatkan viabilitas dan
daya tahanh  bakteri  Xanthomonas
campestris pv. oryzae, penyebab penyakit
hawar daun bakteri padi, pada saluran
irigasi (Goto, 1992). Dengan mengendali-
kan ganggang tersebut maka penyakit
hawar daun dapat ditekan. Agrobacterium
tumefasciens dapat tumbuh di dalam tanah
dengan memanfaatkan Fe3+  yang
dilarutkan oleh organisme lain, sehingga
pengendalian bakteri pelarut besi berakibat
menurunnya daya bertahan patogen
tersebut (Goto, 1992). Kebanyakan agensia
hayati yang sudah dikembangkan dan
diformulasikan diperoleh dengan mekanis-
me antibiosis (Fravel & Larkin, 1996)
seperti halnya yang digunakan dalam
penelitian ini.
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Pengendalian dengan Bacillus spp..
Berbeda dengan pseudomonad fluoresen,
dari 10 isolat Bacillus spp. yang diuji
hanya ada satu isolat yang mampu
menekan perkembangan penyakit layu di
rumah kaca. Isolat Ba-118 mampu
menunda kemunculan gejala selama 14 hari
yang pada waktu ita pada plot kontrol
semua tanaman yang diuji sudah layu. Pada
akhir pengamatan, isolat Ba-118 mampu
menekan penyakit dengan indeks sebesar
26,7 (Gambar 2). Hal yang sama terjadi
pada kesembilan isolat yang diuji yang

Vol. 5 No.1

juga mampu menekan pertumbuhan
patogen di laboratorium (Risamena &
Arwiyanto, 1996), ternyata tidak mampu
menekan perkembangan penyakit di rumah
kaca. Rendahnya persentase isolat Bacillus
spp. dalam menekan perkembangan
penyakit (satu dari 10 isolat yang diuji)
dibandingkan dengan pseudomonad
fluoresen (empat dari 10 isolat yang diuji)
mungkin karena kebutuhan nutrisinya jauh
lebih kompleks, dan kemampuannya untuk
mengkoloni akar lebih rendah dibanding-
kan dengan pseudomonad fluoresen.
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Gambar 2. PerkembancFan }l)enyaldt layu bakteri pada tembakau di rumah
1per

kaca yang

akukan dengan Bacillus spp.
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Beberapa pustaka menyebutkan bahwa
seudomonad fluoresen merupakan
kelompok  bakteri yang kebutuhan
nutrisinya sangat mudah (nutritionally
versatile), karena mampu memanfaatkan
banyak sekali sumber karbon (Stolp &

Gadkari, 1991; Suslow, 1982; Weller,
1988). Dengan kemampuannya itu,
pseudomonad  fluoresen =~ merupakan

pengkoloni akar 'yang efektif (Kloepper et
al., 1980) serta- mampu menghasilkan

berbagai senyawa penghambat pertum-

buhan mikrobia (Defago et al., 1990) di
samping juga mengeluarkan senyawa
pemacu pertumbuhan tanaman (Kloepper,
1993; Arshad & Frankenberger, 1993).

T
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2. Pengendalian dengan kombinasi
antagonis. Kombinasi Ba-118 dan Pf-28
dengan berbagai perbandingan volume
menunjukkan bahwa kesemuanya dapat
menekan perkembangan penyakit di rumah
kaca dengan indeks penyakit yang berbeda-
beda. Meskipun demikian, ~Ba-118
menunjukkan kemampuan lebih baik dalam
menekan perkembangan penyakit apabila
digunakan sendirian tanpa kombinasi
dengan Pf-28 dalam perbandingan volume
yang manapun (Gambar 3). Hal ini terlihat
dari nilai indeks penyakit pada 24 hari
setelah inokulasi yang hanya mencapai
31,65, sedangkan pada kontrol mencapai
90. Dengan demikian Ba-118 dapat
menekan penyakit sampai 60%.
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Gambar 3. Perkembangan penyakit layu bakteri tembakau di rumah kaca
vang diperlakukan dengan Ba-118 dan kombinasinya dengan

Pf-28 (lihat Tabel 1).
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Ketika  Ba-118  dikombinasikan
dengan Pf-31 dengan perbandingan volume
1:1, kemampuan peneckanan penyakitnya
tidak jauh berbeda dengan Ba-118
sendirian, tetapi jauh lebih  baik
dibandingkan dengan perlakuan Pf-31
sendirian (perlakuan M). Pada akhir
pengamatan, plot yang diperlakukan
dengan kombinasi Ba-118 + Pf-31 dengan
perbandingan volume 1= (H)
menunjukkan indeks penyakit sebesar 33,3
(Gambar 4). Demikian pula kombinasi
antara Ba-118 dengan Pf-33 menunjukkan
hasil yang bervariasi (Gambar 5). Indeks
penyakit dari kesemua kombinasi antara
Ba-118 dengan Pf-33 pada akhir
pengamatan menunjukkan angka di atas 50,
dan yang tertinggi adalah plot yang
diperlakukan dengan strain Pf-33 sendiri
(perlakuan S), sedangkan kombinasi antara
Ba-118 dengan Pf-15 kesemuanya tidak
dapat menekan perkembangan penyakit
(Gambar 5).

Pada gambar 6 dapat dilihat bahwa
campuran antara Ba-118 dan Pf-20 tidak
dapat memberikan perlindungan terhadap

Perlakuan
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penyakit layu sedangkan apabila bakteri-
bakteri tersebut diinokulasikan sendirian
mampu menekan perkembangan penyakit
yang sangat nyata ( gambar 1 dan 2 ).

~ Tingginya indeks penyakit pada
perlakuan kombinasi mungkin karena Ba-
118 mempunyai efek penghambatan
pertumbuhan  terhadap  pseudomonad
fluoresen yang diuji secara in vitro (data
tidak ditunjukkan), meskipun secara in situ
belum diketahui apakah terjadi
antagonisme dengan mekanisme antibiosis.
Meskipun demikian, penghambatan
pseudomonad fluoresen oleh Ba-118 dalam
suspensi kombinasi antagonis sepertinya
tidak terjadi karena lamanya perendaman
tanaman hanya 30 menit. Sebaliknya,
pseudomonad fluoresen yang diuji tersebut
di atas tidak menghambat pertumbuhan Ba-
118 secara in vitro (data tidak ditunjukkan).
Dengan demikian rendahnya kemampuan
kombinasi antara kedua jenis bakteri
antagonis  tersebut dalam menekan
perkembangan penyakit layu bakteri

tembakau memerlukan penelitian lebih
lanjut.

Hari Setelah
Inokulasi

Gambar 4. Perkembangan penyakit layu bakteri tembakau di rumah kaca yang
diperlakukan dengan Ba-118 dan kombinasinya dengan Pf-31 (lihat

Tabel 1).
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Gambar 5. Perkembangan penyakit layu bakteri tembakau di rumah kac}aifyang diperlakukan

dengan Ba-118 dan kombinasinya dengan Pf-33 (atas) dan

Tabel 1).

Kombinasi antar-pseudomonad
fluoresen juga tidak memberikan hasil yang
menggembirakan (Gambar 7). Kesemua
kombinasi' menunjukkan indeks penyakit
yang tinggi di atas 50, bahkan kombinasi
antara Pf-33 dan Pf-15 memperparah
penyakit. Pada plot kontrol yang tidak
diperlakukan dengan antagonis, indeks
penyakit pada  akhir  pengamatan
menunjukkan angka 90 tetapi pada

15 (bawah) (lihat

kombinasi antara Pf-33 dan Pi-15 indeks
tersebut sebesar 93,35. Kompetisi nutrisi
dan ruang fisik maupun ruang biologi
antar-pseudomonad  fluoresen mungkin
menyebabkan turunnya kemampuan dalam
menekan penyakit. Antagonisme yang
berupa aniibiosis kecil kemungkinannya,
karena secara in vitro isolat pseudomonad
fluoresen tersebut tidak saling meng-
hambat.
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Gambar 6. Perkembangan penyakit layu bakteri tembakau di rumah kaca yang diperlakukan
dengan Ba-118 dan kombinasinya dengan Pf-20 (lihat Tabel 1).

Hari Setelah
Inokulasi

Gambar 7. Perkembangan penyakit layu bakteri tembakau di rumah kaca yang diperlakukan
dengan kombinasi pseudomonad fluoresen (lihat Tabel 1).
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