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ABSTRACT

The use of supernatant from Bacillus spp. as biological control agents has potential to
manage strawberry fruit rot caused by Botrytis cinerea. This study aimed to identify the
most effective Bacillus spp. supernatant in suppressing the growth of B. cinerea both in
vitro and in vivo. The research consisted of two stages: (1) evaluation of the inhibitory effect
of Bacillus spp. supernatant on the in vitro growth of B. cinerea, and (2) assessment of their
ability to suppress strawberry fruit rot development in vivo. A Completely Randomized
Design (CRD) was applied with six treatments and five replications for the in vitro test, and
five treatments with five replications for the in vivo test. The results showed that supernatant
of Bacillus cereus Se07, Bacillus cereus P14, and Bacillus subtilis effectively inhibited the
in vitro growth of B. cinerea, producing colony areas of 33.13 cm?, 30.18 cm?, and 27.74
cmz, respectively, with inhibition rates of 46.30%, 51.08%, and 55.04%, categorized as
strong inhibition. Reduced colony growth was associated with decreased conidial
germination, with the lowest germination rate (17.31%) observed in the Bacillus subtilis
treatment. In vivo, Bacillus subtilis also produced the smallest lesion area on strawberry
fruit (6.02 mm?).

ABSTRAK

Pemanfaatan supernatan dari Bacillus spp sebagai agens hayati perlu dikembangakan
untuk pengendalian busuk buah yang disebabkan oleh Botrytis cinerea Pers. pada stroberi.
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan metabolit sekunder Bacillus spp. yang terbaik
untuk penekanan pertumbuhan jamur B. cinerea in vitro dan in vivo. Penelitian terdiri atas
2 tahap: 1). Uji kemampuan supernatan Bacillus spp. terhadap penekanan pertumbuhan
B. cinerea secara in vitro, 2). Uji kemampuan supernatan Bacillus spp. penekanan
perkembangan penyakit busuk buah stroberi in vivo. Penelitian menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dengan 6 perlakuan dan 5 ulangan pada uji in vitro serta 5 perlakuan
dan 5 ulangan in vivo. Berdasarkan hasil penelitian, perlakuan supernatan Bacillus cereus
Se07, Bacillus cereus P14, dan Bacillus subtilis mampu menekan pertumbuhan Botrytis
cinerea secara in vitro. Perlakuan tersebut menghasilkan luas koloni masing-masing
sebesar 33,13 cm?, 30,18 cm?, dan 27,74 cm? dengan persentase daya hambat berturut-
turut sebesar 46,30%, 51,08%, dan 55,04% yang termasuk dalam kriteria kuat.
Penghambatan pertumbuhan koloni ini sejalan dengan penurunan daya kecambah konidia
B. cinerea terendah pada perlakuan metabolit sekunder Bacillus subtilis sebesar 17,31%,
sehingga mampu membatasi reproduksi dan potensi infeksi patogen. Kondisi tersebut
berkorelasi dengan hasil pengujian in vivo, di mana perlakuan supernatan Bacillus subtilis
menghasilkan luas gejala busuk terendah pada buah stroberi sebesar 6,02 mmz2.
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1. PENDAHULUAN

Stroberi (Fragaria vesca L.) merupakan komoditas buah-buahan yang banyak diminati oleh
masyarakat. Stroberi memiliki nilai ekonomis tinggi karena mengandung berbagai nutrisi berupa
vitamin C, serat, folat, dan mangan. Selain memiliki kandungan nutrisi, buah stroberi juga memiliki
banyak manfaat untuk kesehatan yaitu menurunkan risiko penyakit jantung, kanker, diabetes,
dan meningkatkan fungsi otak serta menjaga kesehatan kulit (Liferdi, 2023).

Produktivitas stroberi di Indonesia mengalami fluktuasi selama 3 tahun terakhir, yaitu pada
tahun 2021 sebesar 1,44 ton/ha, tahun 2022 sebesar 3,81 ton/ha, dan pada tahun 2023 sebesar
3,32 ton/ha (BPS, 2024). Terjadinya fluktuasi produktivitas stroberi disebabkan oleh penanganan
pasca panen yang kurang baik, suhu penyimpanan yang tidak sesuai dan terdapat berbagai
patogen tanaman. Beberapa patogen pascapanen yang menyerang buah stroberi antara lain
Colletotrichum acutatum (penyakit antraknosa, Rhizopus stolonifer (penyakit busuk rhizopus),
dan Botrytis cinerea (penyakit busuk buah) (Ansiska et al., 2023).

Penyakit busuk buah yang disebabkan oleh Botrytis cinerea merupakan penyakit utama
pada stroberi yang ada pada tanaman di lapangan dan pascapanen. Yan et al. (2021) melaporkan
bahwa infeksi B. cinerea menimbulkan kerugian sebesar 89% pada saat fase pascapanen. Gejala
infeksi patogen ini pada buah menunjukkan adanya bercak kecil berwarna abu-abu atau cokelat
pada permukaan buah, kemudian menjadi busuk lunak dengan gejala lanjut muncul miselium
yang berwarna abu-abu, tebal dan berbulu. Daun atau bagian tanaman lainnya yang terinfeksi
bisa menjadi kering dan menguning serta gugurnya daun (Petrasch et al., 2019).

Pengendalian yang biasa dilakukan oleh petani terhadap penyakit busuk buah ini yaitu
dengan memanen buah stroberi pada saat matang fisiologis, menjaga suhu dan kelembapan
ruang penyimpanan serta penyemprotan dengan fungisida sintetik (Ansiska et al., 2023; Barakat
et al., 2024). Penggunaan fungisida sintetik secara berkelanjutan dapat menimbulkan dampak
negatif seperti terjadinya resistensi patogen, kerusakan lingkungan, dan meninggalkan residu
berbahaya pada buah stroberi (Ningsy, 2022). Untuk itu, diperlukan alternatif pengendalian yang
ramah lingkungan, yaitu pengendalian hayati menggunakan agens hayati bakteri Bacillus spp.
Bacillus spp. merupakan bakteri antagonis yang dapat mengendalikan berbagai jenis patogen
tanaman. Bakteri Bacillus spp. ini umumnya memiliki koloni berbentuk bulat dengan warna putih
kusam, memiliki sel berbentuk batang pendek, dan termasuk kedalam bakteri gram positif (Resti
et al., 2018).

Mekanisme Bacillus spp. dalam menekan pertumbuhan patogen dapat secara langsung
dan tidak langsung (Mugiastuti et al., 2019). Mekanisme langsung yaitu berupa kompetisi dan
antibiosis. Mekanisme antibiosis berupa kemampuan bakteri menghasilkan senyawa metabolit
sekunder yang berperan sebagai senyawa antimikroba. Mekanisme ini dapat dideteksi dengan
munculnya zona bening pada uji biakan ganda yang mengindikasikan adanya senyawa
penghambat terhadap pertumbuhan patogen (Prihatiningsih et al., 2017; Nurbailis et al., 2019).
Senyawa antimikroba yang dihasilkan oleh Bacillus spp. dapat diproduksi dengan memperbanyak
agens hayati dalam medium cair (Resti et al., 2018).

Keberhasilan Bacillus spp. dalam menekan pertumbuhan patogen tanaman telah banyak
dilaporkan para peneliti. Putri (2024) melaporkan bahwa Bacillus Subtilis, Bacillus sp. SJI, dan
Bacillus sp. HI, mampu menekan pertumbuhan jamur Phytophthora palmivora sebesar 86,2%,
95,2%, dan 96,4% dengan kategori penghambatan sangat kuat. Selain itu, dalam penelitian
Wihayyu (2018) bahwa Bacillus subtilis, Bacillus sp. HI, Bacillus cereus P14, Bacillus cereus
Se07, dan Bacillus sp. SJI, mampu menekan pertumbuhan Fusarium oxysporum f.sp. cepae
dengan daya hambat 39,62%, 48,88%, 55,18%, 57,03%, dan 59,62%. Penelitian Fatiya (2025)
menggunakan metabolit sekunder juga menjelaskan bahwa Bacillus cereus Se07 mampu
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menekan pertumbuhan Erwinia sp. dengan indeks hambat 1,15 mm dan perkembangan gejala
busuk lunak buah naga dengan efektivitas 57,16%. Namun, pengujian Bacillus spp. terhadap
jamur Botrytis cinerea belum banyak dilaporkan, sehingga penulis tertarik melakukan penelitian
ini. Tujuan dari penelitian ini untuk mendapatkan metabolit sekunder Bacillus spp. yang terbaik
menekan pertumbuhan jamur Botrytis cinerea Pers. penyebab busuk buah stroberi secara in vitro
dan in vivo.

2. BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi dan Fitopatologi, Departemen
Proteksi Tanaman, Fakultas Pertanian, Universitas Andalas. Penelitian dilakukan dari bulan Juni
- Oktober 2025. Bahan-bahan yang digunakan yaitu buah stroberi yang bergejala penyakit busuk
buah, buah stroberi yang sehat (memiliki ciri-ciri tingkat kematangan sama dan ukuran seragam),
bakteri Bacillus cereus Se07, Bacillus cereus P14, Bacillus sp. SJI, Bacillus sp. HI, dan Bacillus
subtilis (koleksi Dr. Zurai Resti, SP MP), media Potato Dextrosa Agar (PDA), media Nutrient Agar
(NA), media Nutrient Broth (NB), alkohol 70%, daun tembakau, aquades, aluminium foil, Kalium
Hidroksida (KOH) 3%, kertas saring, plastik mika, plastik wrapping, kertas millimeter, dan syringe
membran filter 0,22 pm.

Alat-alat yang digunakan adalah tabung reaksi, gelas ukur, Erlenmeyer, cawan petri, kaca
objek, kaca penutup, batang pengaduk, mikroskop, bunsen, korek api, jarum ose, botol kultur,
spatula, pinset, microtube, Laminar Air Flow (LAF), pipet tetes, autoclave, jarum steril, rotary
shaker, microwave, vortex, corkborer ukuran 5 mm, sumpit, sentrifuge, tabung sentrifuge,
penggaris, pisau, gunting, jarum suntik steril, papper punch, alat tulis, dan alat dokumentasi.

2.1 Uji Kemampuan Supernatan Bacillus spp. terhadap Penekanan Pertumbuhan Jamur
Botrytis cinerea Secara In vitro

Penelitian terdiri atas 6 perlakuan, 5 ulangan dan masing-masing perlakuan terdapat 5 seri
perlakuan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) untuk perhitungan jumlah konidia dan
perkecambahan konidia. Perlakuannya menggunakan beberapa supernatan dari Bacillus spp
yaitu: Bacillus cereus Se07, Bacillus cereus P14, Bacillus sp. SJI, Bacillus sp. HI, Bacillus subtilis,
dan Kontrol (tanpa metabolit sekunder Bacillus spp.)

Data pengamatan in vitro dianalisis dengan menggunakan Analysis of Variance (ANOVA),
jika terdapat perbedaan yang signifikan dilanjutkan dengan uji lanjut Least Significant Difference
(LSD) pada taraf nyata 5%. Penyajian dan pengolahan data dilakukan menggunakan aplikasi
statistik 8. Hasil uji kemampuan supernatan Bacillus spp. yang berpotensi menekan pertumbuhan
jamur B. cinerea akan dilanjutkan pada tahap pengujian In vivo.

2.1.1 Persiapan jamur patogen

Persiapan jamur patogen dilakukan dengan mengisolasikan jamur B. cinerea dari buah
stroberi yang menunjukkan gejala busuk buah. Gejala tersebut berupa permukaan buah stroberi
terdapat bercak cokelat dan terdapat hifa jamur bewarna putih keabuan di permukaan buah.
Metode isolasi mengacu pada penelitian Ningsy (2022) yaitu metode tanam langsung (direct
planting method) dengan cara permukaan kulit buah yang bergejala busuk buah dipotong 1x1
cm? dengan pisau, kemudian sterilisasi permukaan menggunakan aquades steril, alkohol 70%,
aquades steril masing-masing selama 1 menit dan dikering anginkan. Setelah itu, sampel steril
diinokulasikan di atas media PDA dan diinkubasi selama 7 hari. Selanjutnya, jamur yang tumbuh
dengan warna koloni abu-abu kecokelatan dimurnikan untuk mendapatkan biakan tunggal.
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2.1.2 Perbanyakan dan persiapan supernatan Bacillus spp.

Perbanyakan bakteri Bacillus spp. dilakukan dengan cara mengambil satu ose koloni
Bacillus spp. dimasukkan ke dalam botol kultur yang berisi 25 ml media NB, diinkubasi selama
2x24 jam menggunakan rotary shaker dengan kecepatan 150 rpm pada suhu ruang. Persiapan
supernatan dari bakteri Bacillus spp. dilakukan dengan cara mensentrifugasi masing-masing
biakan bakteri Bacillus spp. dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. supernatan diambil
dan dipisahkan dari pelletnya dengan disaring menggunakan syringe membran filter 0,22 um.
Supernatan yang mengadung metabolit sekunder tersebut kemudian disimpan dalam botol kultur
untuk digunakan sebagai perlakuan (Resti et al., 2018).

2.1.3 Pengujian In vitro

Pengujian In vitro menggunakan metode uji peracunan media dengan cara 1 ml supernatan
yang telah dipersiapkan dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi 9 ml media PDA cair.
Campuran tersebut kemudian dihomogenkan menggunakan vortex dan dituangkan ke dalam
cawan petri steril. Selanjutnya, isolat B. cinerea dipotong menggunakan corkborer ukuran 5 mm
dan diambil menggunakan spatula dan ditempatkan di atas media PDA dalam cawan petri. Untuk
perlakuan kontrol dilakukan dengan 1 ml aquades steril dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi
berisi 9 ml media cair, dihomogenkan, dan dituang ke dalam cawan petri steril (Rustam et al.,
2011). Pengamatan dilakukan sebagai berikut.

2.1.3.1 Luas koloni B. cinerea

Perhitungan luas koloni jamur B. cinerea dilakukan setiap hari dengan menggunakan kertas
millimeter, kemudian hasil pertumbuhan koloni digambar pada plastik transparan hingga koloni
jamur pada kontrol memenuhi cawan petri (Begum et al., 2008). Data yang diperoleh selanjutnya
dihitung persentase daya hambat menggunakan rumus:

luas koloni kontrol—luas koloni perlak
Persentase daya hambat = —— 0T XONTOT- Al O OM P x100% (1)

luas koloni kontrol

Tabel 1. Kategori daya hambat bakteri endofit terhadap jamur B. cinerea

Persentase daya hambat Kriteria Simbol
>40% Kuat +++
40%<x>30% Sedang ++
<30% Lemah +
0% Tidak ada kemampuan -

Sumber : (Prastya et al., 2014)

2.1.3.2 Perubahan karakter morfologi jamur B. cinerea

Pengamatan dilakukan dengan cara mengamati perubahan terjadi pada karakter
makroskopis jamur B. cinerea yang diberi perlakuan Bacillus spp. dan dibandingkan dengan
perlakuan kontrol. Perubahan yang diamati yaitu penyebaran koloni, warna koloni, arah
pertumbuhan, dan ketebalan koloni.

2.1.3.3 Berat segar dan berat kering jamur B. cinerea
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Pengamatan berat segar dan berat kering jamur B. cinerea dilakukan pada hari ke-8 setelah
inokulasi. Perhitungan berat segar jamur B. cinerea dilakukan dengan cara sebanyak 9 ml larutan
HCI 2,5% dituangkan ke dalam cawan petri berisi isolat jamur B. cinerea, kemudian disaring
menggunakan kertas saring (yang telah ditimbang sebelumnya) dan ditimbang menggunakan
timbangan analitik. Berat segar jamur dihitung dengan mengurangi berat kertas saring. Data berat
segar dihitung persentase efektivitas berat segar dengan rumus dalam penelitian Riyadi et al.
(2008):

Berat segar kontrol—Berat segar perlakuan

Efektivitas = x100 % (2

Berat segar kontrol

Perhitungan berat kering jamur dilakukan dengan cara miselium pada perhitungan berat
segar dioven selama 2x24 jam pada suhu 60°C. Data berat segar dan kering kemudian dihitung
persentase efektivitas berat kering menggunakan rumus dalam penelitian Riyadi et al. (2008):

Berat segar kontrol—Berat kering perlakuan

Efektivitas = x 100 % A3)

Berat kering kontrol

2.1.3.4 Kerapatan konidia

Pengamatan jumlah konidia B. cinerea dilakukan pada semua perlakuan menggunakan
haemositometer tipe Neubauer Improved. Perhitungan jumlah berpedoman pada perlakuan
kontrol sudah penuh dengan cara membuat suspensi B. cinerea yaitu menambahkan 10 ml
aquades steril ke dalam cawan petri berisi biakan B. cinerea. Selanjutnya, koloni dilepaskan
menggunakan kuas halus, dimasukkan ke dalam testube dan dihomogenkan menggunakan
vortex. Selanjutnya suspensi B. cinerea diteteskan di bidang hitung haemocytometer melalui
celah di bagian kanan dan kiri cover glass hingga bidang hitung terisi penuh, ditunggu selama 1
menit agar posisi stabil. Kemudian diamati menggunakan mikroskop binokuler dengan
perbesaran 400x (Suganda et al., 2022).

2.1.3.5 Persentase daya kecambah konidia B. cinerea

Pengamatan perkecambahan konidia B. cinerea diamati pada semua perlakuan dengan
metode hasil Slide culture yang telah diinkubasi selama 1x24 jam atau konidia pada pengamatan
kontrol berkecambah. Pengamatan perkecambahan konidia dilakukan jika panjang tabung
kecambah melebihi setengah panjang konidianya menggunakan mikroskop binokuler perbesaran
400x (Suganda et al., 2022). Persentase daya kecambah konidia dihitung dengan rumus:

Daya kecambah konidia = jumlah konidia yang berkecambah x 100 % (4)

jumlah konidia yang diamati

2.2 Uji Kemampuan Supernatan Bacillus spp. Penekanan Perkembangan Penyakit Busuk
Buah Stroberi oleh Jamur B. cinerea secara In vivo

Hasil pengujian In vitro menunjukkan ada 4 perlakuan Bacillus spp. yang berpotensi
menekan pertumbuhan B. cinerea. Empat perlakuan ini dilanjutkan untuk uji In vivo. Pengujian
terdiri 5 perlakuan, 5 ulangan dan 4 unit menggunakaan Rancangan Acak Lengkap (RAL).
Perlakuan tersebut adalah: Bacillus cereus Se07, Bacillus cereus P14, Bacillus sp. SJI, Bacillus
subtilis, dan Kontrol (aquades). Data pengamatan In vivo dianalisis dengan menggunakan
Analysis of Variance (ANOVA), jika terdapat perbedaan yang signifikan dilanjutkan dengan uiji
lanjut Least Significant Difference (LSD) pada taraf nyata 5%. Penyajian dan pengolahan data
dilakukan menggunakan aplikasi statistik 8.
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Pengujian dilakukan di laboratorium menggunakan buah stroberi yang diperoleh dari lahan
pertanian di Nagari Simpang Tanjuang Nan IV, Kecamatan Danau Kembar, varietas California.
Kriteria dari buah adalah: memiliki tingkat kematangan sama, ukuran seragam, dan tidak
menunjukkan gejala penyakit. Selanjutnya buah stroberi disterilisasi permukaan dengan alkohol
70% selama 1 menit, kemudian dibilas dengan aquades sebanyak 3 kali dan dikering anginkan
di atas kertas saring steril. Buah steril dilukai dengan jarum steril pada bagian atas tangkai buah
dan bagian bawah dari ujung buah sedalam 1 mm. Kemudian, sampel diletakkan dalam wadah
plastik mika berisi tissu yang telah dilembapkan dengan aquades steril dan sumpit sebagai
penyangga.

Inokulasi supernatan yang mengandung metabolit sekunder Bacillus spp. dilakukan dengan
cara kertas saring yang telah dipotong dangan paper punch diameter 5 mm dicelupkan ke dalam
metabolit sekunder di dalam botol kultur, selanjutnya ditempelkan pada bagian pelukaan buah
stroberi sebanyak 1 lapis, diinkubasi selama 1x24 jam. Setelah 1x24 jam, kertas saring diambil
menggunakan pinset yang dilanjutkan dengan inokulasi jamur B. cinerea. Inokulasi jamur B.
cinerea dilakukan dengan cara kertas saring dicelupkan pada suspensi jamur B. cinerea dengan
kerapatan 107 konidia/ml. Kemudian, kertas saring ditempelkan pada titik pelukaan, diinkubasi
selama 1x24 jam kemudian kertas saring diambil. Dilakukan pengamatan perkembangan gejala
penyakit busuk buah stroberi sampai gejala antara titik atas dan bawah di permukaan buah
bertemu (Yang et al., 2023).

Pengamatan:

2.2.1 Masa inkubasi

Pengamatan masa inkubasi penyakit busuk buah stroberi dialakukan setiap hari, dimulai
sejak hari pertama inokulasi jamur B. cinerea sampai gejala awal muncul berupa bercak cokelat
pada titik inokulasi.

2.2.2 Kejadian penyakit

Pengamatan kejadian penyakit dilakukan untuk mengetahui jumlah buah sampel yang
menunjukkan gejala penyakit busuk. Kejadian penyakit diukur setiap hari mulai dari setelah
inokulasi sampai 6 hari setelah inokulasi. Persentase kejadian penyakit dihitung menggunakan
rumus dalam penelitian (Hamdayanty et al., 2016):

KP = Jumlah buah terinfeksi penyakit

x 100 % (5)

Jumlah buah yang diamati

2.2.3 Luas gejala penyakit busuk buah B. cinerea

Pengamatan dilakukan setiap hari dimulai dari 1 hari setelah inokulasi sampai 6 hari setelah
inokulasi. Pengamatan dilakukan dengan dengan menggambarkan luas gejala busuk buah pada
plastik bening, kemudian diukur menggunakan kertas millimeter.
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Uji Kemampuan Supernatan Bacillus spp. terhadap Penekanan Pertumbuhan Jamur
Botrytis cinerea Secara In vitro

3.1.1 Luas koloni B. cinerea

Hasil analisis ragam dari uji kemampuan supernatan Bacillus spp. dalam menekan
pertumbuhan jamur B. cinerea menunjukkan bahwa supernatan yang megandung metabolit
sekunder Bacillus spp. memberikan pengaruh nyata terhadap pertumbuhan koloni B. cinerea
(Tabel 2). Empat perlakuan metabolit sekunder Bacillus spp. yaitu Bacillus sp. SJI, Bacillus
cereus Se07, Bacillus cereus P14, dan Bacillus subtilis mampu menekan luas koloni jamur B.
cinerea yang berbeda nyata dengan kontrol. Sedangkan perlakuan Bacillus sp. HI tidak berbeda
nyata dengan perlakuan kontrol dan Bacillus sp. SJI.

Tabel 2. Luas koloni B. Cinerea yang diperlakukan dengan metabolit sekunder Bacillus spp. (8

hsi)
Perlakuan Luas koloni (cm?) Efektivitas (%) Kriteria daya hambat
Kontrol 61,70 a 00,00 -
Bacillus sp. HI 49,32 ab 20,06 Lemah
Bacillus sp. SJI 38,87 bc 37,00 Sedang
Bacillus cereus Se07 33,13 c 46,30 Kuat
Bacillus cereus P14 30,18 c 51,08 Kuat
Bacillus subtilis 27,74 c 55,04 Kuat

Keterangan : Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecil yang sama pada lajur yang sama berbeda tidak
nyata menurut uji LSD pada taraf 5%

Perlakuan Bacillus subtillis menunjukkan kemampuan paling tinggi dalam menekan luas
koloni jamur dengan efektivitas sebesar 55,04%, diikuti oleh Bacilllus cereus P14 (51,08%) dan
Bacillus cereus Se07 (46,30%). Sementara itu, Bacillus sp. SJI menekan pertumbuhan koloni
sebesar 37,00%, dan Bacillus sp. HI sebesar 20,06%. Perbedaan tingkat penghambatan ini
menunjukkan bahwa masing-masing isolat menghasilkan metabolit sekunder yang bervariasi
kemampuannya dalam menghambat pertumbuhan B. cinerea. Menurut Sreedharan et al. (2023),
aktivitas antijamur Bacillus spp. umumnya disebabkan oleh senyawa lipopeptida seperti iturin,
surfaktin, dan fengisin, serta enzim hidrolitik seperti kitinase dan protease. Senyawa-senyawa
tersebut berperan dalam merusak integritas dinding dan membran sel jamur, menghambat
pertumbuhan hifa, dan mengganggu metabolisme patogen. Chen et al. (2007) juga menjelaskan
bahwa lipopeptida dapat menyebabkan kebocoran membran dan denaturasi protein dinding sel,
yang pada akhirnya menghambat pertumbuhan jamur. Dari hasil penelitian sebelumnya,
supernatan yang mengandung metabolit sekunder bakteri Bacillus spp. juga mampu
menghambat beberapa patogen seperti dalam penelitian Putri (2024) menyatakan bahwa
Bacillus sp. HI dan Bacillus subtilis menunjukkan kemampuan paling tinggi dalam menekan
pertumbuhan Phytophthora palmivora pada buah kakao sebesar 96,4% dan 95,2%. Zandini
(2025) juga menyatakan bahwa Bacillus subtilis memiliki efektivitas tertinggi sebesar 72,03%
dalam menekan pertumbuhan jamur Stemphylium vesicarum pada bawang merabh.

3.1.2 Perubahan karakter morfologi jamur B. cinerea

Perlakuan supernatan Bacillus spp. Menyebabkan terjadinya perubahan morfologi jamur B.
cinerea seperti penyebaran dan pertumbuhan koloni jamur terhambat, menumpuk dibagian
tengah dan tidak adanya lingkaran konsentris (Bacillus cereus Se07, Bacillus cereus P14, dan
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Bacillus Subtilis), perubahan warna menjadi putih (Bacillus cereus P14 dan Bacillus subtilis), dan
ketebalan koloni menjadi tipis (Bacillus cereus P14 dan Bacillus subtilis), dapat dilihat pada (Tabel
3) dan (Gambar 1).

Tabel 3. Perubahan karakter makroskopis jamur B. cinerea diberikan perlakuan supernatan yang
mengandung metabolit sekunder Bacillus spp. (8 hari setelah inkubasi)

No Perlakuan Arah pertumbuhan Warna koloni Ketebalan
koloni
A Kontrol Menyebar ke atas dan Abu-abu Tebal

merata ke samping
dengan lingkaran
konsentris
B Bacillus sp. HI Menyebar ke atas dan Abu-abu kehijauan Tebal
merata ke samping
tanpa ada lingkaran
konsentris
C Bacillus sp. SJI Menyebar ke atas dan Putih keabuan Tebal
merata ke samping
tanpa ada lingkaran
konsentris
D Bacillus cereus Se07 Menyebar ke atas, Hijau keabuan Tebal
menumpuk dibagian
tengah dan tidak ada
lingkaran konsentris
E Bacillus cereus P14 Menyebar ke atas, tipis Putih Tipis
di tengah, dan tidak ada
lingkaran konsentris

F Bacillus Subtilis Tidak konsentris, tipis Putih Tipis
ditengah dan
pertumbuhan menumpuk
di beberapa titik

Gambar 1. Hasil pengamatan karakteristik jamur B. cinerea yang diberi perlakuan metaboit
sekunder Bacillus spp. (8 hsi). (A) Kontrol; (B) Bacillus sp. Hi; (C) Bacillus sp. SJI; (D)
Bacillus cereus Se0Q7; (E) Bacillus cereus P14; (F) Bacillus Subtilis
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Perubahan bentuk karakter morfologi ditandai oleh pola penyebaran koloni yang tidak
teratur dengan hilangnya lingkaran konsentris, pertumbuhan koloni yang menumpuk pada bagian
tengah, perubahan warna koloni, serta penurunan ketebalan koloni menjadi lebih tipis (Tabel 3.
dan Gambar 1.). Perubahan ini diduga adanya gangguan fisiologis akibat paparan senyawa
metabolit sekunder yang bersifat anti jamur yaitu kitinase dan glukanase (Elfina et al., 2024).
Sibagariang (2019) menyatakan enzim kitinase yang dihasilkan mampu menghidrolisis ikatan
kitin yaitu polisakarida utama penyusun dinding sel jamur dan glukanase yang merupakan
komponen penting dinding sel jamur (menguraikan enzim) sehingga menghambat pertumbuhan
hifa menyebabkan hifa tipis dan tumbuh sangat lambat.

3.1.3 Berat segar dan berat kering jamur B. cinerea

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa perlakuan supernatan Bacillus spp. memberikan
pengaruh berbeda nyata terhadap berat basah dan berat kering koloni B.cinerea. Pada Tabel 4.
dapat dilihat bahwa semua perlakuan supernatan Bacillus spp. mempengaruhi berat segar B.
cinerea, namun hanya 4 perlakuan (Bacillus sp. SJI, Bacillus cereus Se07, Bacillus cereus P14,
dan Bacillus subtilis) yang mempengaruhi berat kering B. cinerea dan berbeda nyata dengan
kontrol. Perlakuan yang paling berpotensi terhadap berat segar jamur yaitu perlakuan Bacillus
subtilis dengan berat segar 1,36 g, dibandingkan dengan berat segar kontrol 3,01 g. Sedangkan
pada berat kering perlakuan yang paling berpotensi yaitu Bacillus subtilis dan Bacillus cereus P14
dengan berat kering 0,93 g dibandingkan dengan kontrol 1,04 g.

Tabel 4. Berat Segar dan Berat Kering jamur B. cinerea terhadap perlakuan metabolit sekunder

Bacillus spp.
Perlakuan Berat segar Efektivitas (%) Berat kering Efektivitas (%)
9) 9)
Kontrol 3,01 a 00,00 1,04 a 0,00
Bacillus sp. Hi 224 b 25,58 1,01 ab 2,88
Bacillus sp. SJI 1,93 bc 35,88 0,99 b 4,80
Bacillus cereus Se07 1,84 bc 38,87 0,97 bc 6,73
Bacillus cereus P14 1,38 c 54,15 0,93 C 10,57
Bacillus subtilis 1,36 c 54,81 0,93 C 10,57

Keterangan: Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecill yang sama pada lajur yang sama adalah berbeda
tidak nyata menurut uji LSD pada taraf 5%

Hasil pengukuran berat segar dan berat kering koloni B. cinerea memperkuat bukti bahwa
supernatan yang mengandung metabolit sekunder Bacillus spp. memiliki efek penekanan
terhadap pertumbuhan dan massa jamur. Perlakuan Bacillus cereus P14 dan Bacillus subtilis
merupakan perlakuan yang berbeda nyata antar perlakuan yang lainnya dan kontrol dengan
menurunkan berat segar B. cinerea hingga 54,15% dan 54,81% serta berat kering sebesar
10,57% (Tabel 4). Penurunan biomassa ini mencerminkan gangguan aktivitas metabolisme
jamur, yang salah satunya disebabkan oleh produksi siderofor oleh Bacillus subtilis. Siderofor
salah satunya berperan sebagai stimulus bagi Bacillus subtilis untuk meningkatkan senyawa
antifungal yang menyebabkan membran sel jamur rusak dan menghambat pembentukan hifa
sehingga massa total miselium berkurang (Prihatiningsih et al., 2017).

3.1.4 Kerapatan konidia dan konidia berkecambah

Jumlah konidia terbentuk dan konidia berkecambah jamur B. cinerea yang didapatkan
berbeda nyata antar perlakuan dan kontrol. Perlakuan Bacillus subtilis menghasilkan jumlah
konidia terendah sebesar 9,44x107 konidia/ml, dan menghasilkan daya kecambah terendah
sebesar 17,31%, berbeda nyata dengan perlakuan lainnya (Tabel 5).
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Tabel 5. Jumlah konidia jamur B. cinerea pada perlakuan supernatan yang mengandung
metabolit sekunder Bacillus spp. (Inkubasi 8 hari).

Perlakuan Terbentuk x 107/ml Daya kecambah (%)
Kontrol 54,72 a 76,71 a
Bacillus sp. HI 40,80 b 63,08 b
Bacillus sp. SJI 30,08 c 54,66 c
Bacillus cereus Se07 25,12 d 42,13 d
Bacillus cereus P14 16,48 e 34,26 e
Bacillus subtilis 9,44 f 17,31 f

Keterangan: Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecill yang sama pada lajur yang sama adalah berbeda
tidak nyata menurut uji LSD pada taraf 5%

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa pengaplikasian metabolit sekunder bakteri Bacillus
spp. memberikan pengaruh nyata terhadap kerapatan konidia jika dibandingkan dengan kontrol.
Perlakuan kontrol menghasilkan kerapatan konidia tertinggi yaitu sebesar 54,72 x 10’/ml, dan
secara statistik berbeda nyata dengan seluruh perlakuan. Tingginya kerapatan konidia pada
kontrol menunjukkan bahwa pada kondisi tanpa perlakuan, patogen mampu berkembang secara
optimal. Pemberian bakteri Bacillus spp. dapat menurunkan kerapatan konidia antar perlakuan
secara signifikan. Sedangkan perlakuan Bacillus subtilis menghasilkan jumlah konidia terendah
sebesar 9,44 x 107/ml. Terhambatnya pembentukan konidia B. cinerea diduga berkaitan dengan
kemampuan Bacillus subtilis dalam menghasilkan senyawa antimikroba secara efektif, sehingga
bakteri ini memiliki kemampuan beradaptasi dan bertahan hidup yang tinggi pada media
pertumbuhan (Sha et al., 2020).

Pengamatan daya kecambah memberikan pengaruh berbeda nyata antar perlakuan, yang
dimana perlakuan Bacillus subtilis menghasilkan daya kecambah terendah sebesar 17,31% dan
perlakuan kontrol menghasilkan daya kecambah tertinggi sebesar 76,71% (Tabel 5). Penurunan
daya kecambah konidia menunjukkan bahwa senyawa metabolit sekunder mampu menghambat
proses fisiologis awal perkecambahan, terutama pada tahap pembentukan tabung kecambah.
Hal ini diduga karena adanya kerusakan pada dinding sel dan membran plasma akibat paparan
senyawa antibiotik. Chen et al. (2007) menjelaskan bahwa surfaktin dan iturin dari Bacillus
mampu merusak integritas membran sel spora jamur, menyebabkan kebocoran sitoplasma, dan
menghambat inisiasi perkecambahan. Resti et al. (2020) menambahkan bahwa aktivitas kitinase
dan protease dari Bacillus spp. dapat mendegradasi komponen struktural dinding sel konidia
sehingga spora gagal tumbuh menjadi miselium baru. Pengaruh perlakuan metabolit sekunder
Bacillus spp. terhadap daya kecambah konidia jamur B. cinerea dapat dilihat pada Gambar 2.

Gambar 2. Perkecambahan konidia jamur B. cinerea (2 hari setelah inkubasi) pada perbesaran
400x. (A) konidia yang berkecambah pada perlakuan kontrol; (B) konidia yang
berkecambah pada perlakuan Bacillus subtillis

232



Oktavioni et al. (2026) Jurnal Agrotropika 25(2): 223-237

3.2 Uji Kemampuan Supernatan Bacillus sp. Penekanan Perkembangan Penyakit Busuk
Buah Stroberi oleh Jamur B. cinerea secara In vivo

Hasil analisis ragam menunjukkan perlakuan menggunakan supernatan Bacillus spp.
memberikan pengaruh berbeda nyata terhadap perkembangan gejala busuk buah stroberi (Tabel
6).

Tabel 6. Perkembangan gejala busuk buah stroberi setelah diberikan perlakuan supernatan yang
mengandung metabolit sekunder Bacillus spp. (5 hari setelah inokulasi)

Perlakuan Masa inkubasi (hari) Kejadian Penyakit Luas gejala (mm?
(%)

Bacillus subtilis 5,80 a 100 6,02 a

Bacillus cereus P14 3,80 b 100 7,82 ab

Bacillus cereus Se07 3,80 b 100 9,41 bc

Bacillus sp. SJI 320 b 100 10,46 c

Kontrol 2,80 b 100 11,10 c

Keterangan: Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecill yang sama pada lajur yang sama adalah berbeda
tidak nyata menurut uji LSD pada taraf 5%

Berdasarkan Tabel 6. perlakuan menggunakan supernatan Bacillus subtilis berbeda nyata
antar perlakuan dengan masa inkubasi paling lama sebesar 5,80 hari. Perlakuan Bacillus cereus
P14, Bacillus cereus Se07, Bacillus sp. SJI dan kontrol berbeda tidak nyata antar perlakuan,
tetapi berbeda nyata dengan perlakuan Bacillus subtilis. Perlakuan menggunakan supernatan
Bacillus spp. tidak berpengaruh pada kejadian penyakit. Setiap titik luka menunjukkan gejala awal
berupa bercak cokelat kecil yang lama kelamaan meluas sehingga buah menjadi busuk. Gejala
awal busuk buat stroberi dapat dilihat pada Gambar 3.

Gambar 3. Gejala awal busuk buah stroberi, A) Kontrol (1hsi); B) Bacillus sp. SJI (1hsi); C)
Bacillus cereus Se07 (1hsi); D) Bacillus cereus P14 (2hsi); E) Bacillus subtilis (2hsi)

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa terdapat dua perlakuan yang dapat menunda masa
inkubasi penyakit busuk buah stroberi. Pada perlakuan kontrol, gejala awal penyakit muncul pada
hari pertama setelah inokulasi. Hal ini terlihat dari perubahan warna jaringan buah yang mulai
menunjukkan kelunakan dan bercak kecil khas infeksi awal (Gambar 3A). Perlakuan Bacillus sp.
SJI dan Bacillus cereus Se07 terlihat bahwa gejala timbul dihari ke-1 ditandai dengan bercak
awal sudah terbentuk dalam waktu yang sama dengan kontrol, meskipun intensitas gejala tampak
lebih ringan dibandingkan kontrol. Hal ini mengindikasikan bahwa kedua isolat tersebut belum
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mampu memperpanjang masa inkubasi patogen, tetapi masih memberikan pengaruh dalam
menghambat perkembangan gejala. Perlakuan Bacillus cereus P14 dan Bacillus subtilis
menunjukkan hasil yang berbeda antar perlakuan sebelumnya dan kontrol, di mana gejala awal
busuk buah baru muncul pada hari ke-2 setelah inokulasi. Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan
Bacillus cereus P14 dan Bacillus subtilis mampu memperpanjang masa inkubasi patogen dan
menunda munculnya gejala awal penyakit.

Perlakuan supernatan Bacillus spp. memberikan pengaruh yang berbeda terhadap luas
gejala busuk buah stroberi (Tabel 6). Hasil ini menunjukkan bahwa di antara seluruh perlakuan
supernatan Bacillus spp. yang diuji, Bacillus subtilis merupakan bakteri yang paling berpotensi
dalam menekan perkembangan gejala busuk buah dengan luas gejala terendah yaitu 6,02 mm?2
dibandingkan dengan perlakuan lainnya. Perkembangan luas gejala busuk buah hari ke-5 dapat
dilihat pada Gambar 4.

Gambar 4. Gejala busuk pada bagian dalam dan bagian luar buah stroberi (5 hsi), (A) Kontrol;
(B) Bacillus sp. SJI; (C) Bacillus cereus Se07; (D) Bacillus cereus P14; (E) Bacillus
subtilis

Perlakuan supernatan Bacillus subtilis merupakan perlakuan terbaik dalam menekan
perkembangan gejala busuk buah, yang ditunjukkan oleh perpanjangan masa inkubasi sebesar
5,80 hari dengan gejala awal berupa bercak cokelatan yang muncul pada hari ke-2 setelah
inokulasi, dan luas gejala terendah dibandingkan perlakuan lainnya sebesar 6,02 mm? (Tabel 6.
dan Gambar 4). Penelitian ini sejalan dengan Caretta et al. (2025) yang melaporkan bahwa
Bacillus subtilis mempunyai surfaktin yang bersifat antijamur mampu menghambat pertumbuhan
Aspergillus sp. pada buah stroberi, memperpanjang umur simpan buah, dan penurunan tingkat
keparahan penyakit mencapai 80% setelah 15 hari penyimpanan pada suhu 4°C. Penelitian
terdahulu juga menunjukkan bahwa supernatan mampu menghambat gejala busuk pada buah
seperti Putri (2024) menyatakan supernatan yang mengandung metabolit sekunder Bacillus sp.
HI menghasilkan luas gejala busuk buah terendah dibandingkan perlakuan lainnya sebesar 2,45
cm?. Fatiya (2025) juga menyatakan metabolit sekunder Bacillus cereus Se07 menghasilkan luas
gejala busuk lunak pada batang buah naga terendah sebesar 67,66 mm?2. Efektivitas supernatan
dalam menekan luas gejala busuk buah stroberi diduga disebabkan oleh kemampuan senyawa
antibiotik menghambat enzim pektinase dan poligalakturonase yang dihasilkan B. cinerea saat
menginfeksi jaringan buah. Enzim tersebut berperan dalam degradasi dinding sel tanaman
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selama proses infeksi (Petrasch et al., 2019). Dengan terhambatnya kerja enzim tersebut, proses
pelunakan jaringan buah melambat, sehingga penyebaran gejala penyakit menjadi lebih terbatas.

Hasil uji In vitro lebih efektif dibandingkan uji In vivo. Rendahnya efektivitas In vivo
dibandingkan In vitro diduga disebabkan oleh faktor lingkungan dan kondisi buah stroberi yang
mendukung pertumbuhan jamur. Buah stroberi memiliki kadar air tinggi, pH rendah, interaksi
mikroba lain serta kandungan gula yang mendukung aktivitas patogen. Selain itu, senyawa
metabolit seperti lipopeptida bersifat tidak stabil pada permukaan buah dan mudah terdegradasi
oleh enzim oksidatif (Rahmawati et al., 2023). Uji In vitro menunjukkan penghambatan kuat
karena dilakukan dalam kondisi laboratorium yang terkendali. Namun, kedua tahap uji tersebut
menunjukkan arah hasil yang sama, yaitu metabolit sekunder Bacillus spp. mampu menekan
pertumbuhan B. cinerea.

4. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, perlakuan supernatan Bacillus cereus SeQ7, Bacillus cereus
P14, dan Bacillus subtilis mampu menekan pertumbuhan Botrytis cinerea secara In vitro.
Perlakuan tersebut menghasilkan luas koloni masing-masing sebesar 33,13 cm?, 30,18 cm2, dan
27,74 cm? dengan persentase daya hambat berturut-turut sebesar 46,30%, 51,08%, dan 55,04%
yang termasuk dalam kriteria kuat. Penghambatan pertumbuhan koloni ini sejalan dengan
penurunan daya kecambah konidia B. cinerea terendah pada perlakuan supernatan Bacillus
subtilis sebesar 17,31%, sehingga mampu membatasi reproduksi dan potensi infeksi patogen.
Kondisi tersebut berkorelasi dengan hasil pengujian In vivo, di mana perlakuan supernatan
Bacillus subtilis menghasilkan luas gejala busuk terendah pada buah stroberi sebesar 6,02 mmz.
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