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Abstract: Priming is a seed-soaking technique to increase seed viability and
also suppress pathogens' growth. Magnaporthe oryzaeis one of the
pathogens in rice plants that causes leaf blast disease. The high rice
consumption each year in Indonesia is not proportional to the amount of rice
plant production, which is affected by the growth of pathogenic fungi. This
study aims to determine the viability and percentage inhibition of Bacillus
subtilis and Trichoderma harzianum against the growth of the pathogenic
fungus Magnaporthe oryzae on local West Sumatra rice varieties Ceredek,
Pandan Pulau, and Batang Sungkai. The research was conducted by testing
the viability of microbes by counting the number of colonies and testing
microbial antagonists with the Dual Culture method on seven days of
observation. The results showed that Bacillus subtilis and Trichoderma
harzianum could inhibit the growth of the pathogen M. oryzae, which causes
leaf blast disease. The viability of Bacillus subtilis after biopriming for 48
hours was most significant on Ceredek variety, which was 15.9x106 cfu/g,
and for Trichoderma harzianum on Pandan Pulau variety, which was
0.4x106 cfu/g. The most significant inhibition percentage of Bacillus
subtilis and Trichoderma harzianum was obtained in Ceredek rice with a
value of 30.13% (medium category) and 63.04% (high category).

Keywords: Antagonist test, Bacillus subtilis, biopriming, Magnaporthe
oryzae, Trichoderma harzianum.

Pendahuluan

Priming adalah teknik perendaman benih
yang mampu meningkatkan kualitas benih
dalam berkecambah (Kurnia et al., 2016).
Teknik priming telah banyak dilakukan seperti
hydropriming,  halopriming, ~ osmopriming,
matrix priming dan biopriming menggunakan
agen hayati (Pawar & Laware, 2018). Agen
hayati yang dapat digunakan dalam biopriming
antara lain Bacillus dan Trichoderma (Liu et al.,
2013). Chowdappa et al., (2013) melaporkan
bahwa Bacillus subtilis dan Trichoderma
harzianum mampu meningkatkan pertumbuhan
dan hasil panen dengan menghasilkan
fitohormon seperti IAA dan GA3.

This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0

International License.

Biopriming dengan menggunakan agen
hayati mampu meningkatkan produksi tanaman
salah satunya pada tanaman padi. Padi varietas
lokal cenderung digunakan oleh petani karena
tingginya permintaan terhadap varietas lokal.
Varietas padi lokal yang banyak diminati oleh
masyarakat Sumatera Barat meliputi padi
Varietas Ceredek, Pandan Pulau dan Batang
Sungkai. Hasil penelitian Primilestari et al.,
(2019) biopriming mampu meningkatkan mutu
benih padi lokal jambi dengan hasil tertinggi
pada varietas Kuning Betung.

Penggunaan agen hayati sebagai agen
biopriming juga dapat menekan pertumbuhan
jamur patogen penyebab penyakit pada tanaman
padi. Salah satu penyakit yang menyerang
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tanaman padi yaitu penyakit blas daun yang
disebabkan oleh Magnaporthe oryzae yang
mampu menembus kutikula luar daun padi dan
menyerang jaringan tanaman hidup (Zhang et
al., 2016). Blas daun dapat berkembang dengan
cepat sehingga mengganggu penyerapan unsur
hara dan pertumbuhan tanaman padi dan
berpotensi menyebabkan kematian tanaman padi
apabila  kondisi  lingkungan  mendukung
pertumbuhan patogen (Dewi et al.,, 2013).
Mikroba antagonis seperti B. subtilis dan T.
harzianum dapat meningkatkan hasil panen dan
melindungi tanaman dari patogen sebagai agen
pengendali hayati. Menurut Atugala &
Deshappriya (2015) mekanisme antagonis
adalah dengan menekan pertumbuhan patogen,
menghasilkan  antibiotik  (toksin),  dan
berkompetisi dalam memperebutkan ruang
tumbuh.

B. subtilis dan Trichoderma spp. dapat
mengendalikan penyakit blas daun tanaman padi
yang disebabkan oleh Magnaporthe grisea (Ali
& Nadarajah, 2014; Hersanti et al., 2020).
Kemampuan B. subtilis dan Trichoderma dalam
menekan pertumbuhan patogen menghasilkan
enzim Kitinase yang dapat menghambat dan
mendegradasi Kitin pada dinding sel jamur
sehingga jamur mengalami lisis (Triasih et al.,
2022); (Cahya et al., 2022). Pada penelitian ini
diharapkan B. subtilis dan T. harzianum dapat
berperan sebagai agen pengendali hayati
terhadap patogen M. oryzae. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui viabilitas dan
persentase daya hambat B. subtilis dan T.
harzianum terhadap pertumbuhan jamur patogen
M. oryzae pada benih padi varietas Ceredek,
Pandan Pulau dan Batang Sungkai.

Bahan dan Metode

Metode penelitian

Penelitian  ini menggunakan metode
eksperimental terdiri dari beberapa tahap yaitu
peremajaan isolat Bacillus subtilis ATCC 6633,
Trichoderma harzianum dan Magnaporthe
oryzae, pembuatan kurva pertumbuhan,
pembuatan suspensi B. subtilis ATCC 6633 dan
T. harzianum sebagai agen biopriming,
pengujian viabilitas dan uji antagonis B. subtilis
ATCC 6633 dan T. harzianum terhadap M.
oryzae.
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Prosedur penelitian
Peremajaan isolat Bacillus subtilis ATCC 6633,
Trichoderma harzianum dan Magnaporthe
oryzae

Isolat bakteri B. subtilis ATCC 6633
diinokulasikan pada media Nutrient Agar (NA)
dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Isolat T. harzianum dan M. oryzae
diinokulasikan pada media PDA kemudian
diinkubasi pada suhu 27°C selama 5 hari.

Kurva pertumbuhan Bacillus subtilis

Fase eksponensial B. subtilis ATCC 6633
diperoleh dari pembuatan kurva pertumbuhan.
Sebanyak 1 ose bakteri B. subtilis
diinokulasikan pada media inokulum Nutrient
Broth 100 ml. Kemudian diinkubasi pada shaker
dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 30°C
selama 24 Jam. Dipipet sebanyak 5 ml dari
medium  inokulum  dimasukkan  kedalam
Erlenmeyer 250 ml berisi 95 ml medium NB
produksi. Disampling 1 ml kultur bakteri dan
diukur kekeruhan menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 600
nm. mengukur setiap interval 2 jam dan
dihentikan setelah terjadi penurunan
pertumbuhan bakteri (Gusnawaty et al., 2014).

Kurva pertumbuhan Trichoderma harzianum
Sebanyak 1 ose T. harzianum dari
medium PDA diinokulasikan pada media
inokulum PDB 10 ml. Kemudian diinkubasi
pada shaker dengan kecepatan 100 rpm selama
24 Jam. Dipipet sebanyak 10 ml dimasukkan
dalam Erlenmeyer 250 ml berisi 90 ml medium
PDB. Ditimbang Eppendorf kosong, disampling
1 ml T. harzianum dimasukkan dalam tabung
Eppendorf, kemudian disentrifuse selama 15
menit dengan kecepatan 6000 rpm. Supernatan
yang diperolen dibuang kemudian endapan
dicuci dengan aquades steril lalu di sentrifus
kembali sebanyak 2 kali pengulangan. Tabung
Eppendorf diinkubasi pada suhu 80°C. Setelah
itu dilakukan penimbangan hingga didapatkan
berat yang konstan setiap 24 jam dan dihentikan
setelah terjadi penurunan pertumbuhan jamur.

Pembuatan Suspensi Bacillus subtilis ATCC
6633 dan Trichoderma harzianum sebagai agen
biopriming

Suspensi biopriming diperoleh pada fase
eskponensial B. subtilis dan T. harzianum.
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Koloni bakteri B. subtilis disuspensikan dalam
aquades steril 10 ml hingga diperoleh kekeruhan
yang sama dengan standar kekeruhan larutan
Mc Farland’s 0,5 (1,5 x 108 sel/ml) (Balouiri et
al., 2016). Selanjutnya jamur T. harzianum di
suspensikan kedalam agquades 10 ml, kemudian
dilakukan pengenceran hingga kepadatan spora
107 spora/ml (Zani & Anhar, 2021).

Pengamatan
Viabilitas Bacillus subtilis ATCC 6633 dan
Trichoderma harzianum

Benih padi setelah dipriming dalam
suspensi B. subtilis dan T. harzianum selama 48
jam dicuplik sebanyak 1 gr kemudian di
suspensi ke dalam 9 ml aquades. Hasil
pengenceran 10 diambil 1 ml lalu dituang pada
cawan Petri dan ditambahkan media NA untuk
B. subtilis dan media PDA untuk T. harzianum.
Cawan Petri digoyangkan supaya suspensi dan
media homogen, kemudian diinkubasi selama
24 jam untuk B. subtilis dan 4x24 jam untuk T.
harzianum. Selanjutnya dilakukan perhitungan
jumlah koloni atau Total Plate Count (TPC)
(Sukmawati, 2018).

TPC = Jumlah koloni x ! Q)

Faktor pengenceran

Uji Antagonis terhadap Magnaporthe oryzae
Pengujian antagonis dilakukan
menggunakan teknik dual culture pada media
PDA. Isolat M. oryzae diinokulasikan dengan
jarak 3 cm dari tepi cawan Petri dan pada bagian
berlawanan diinokulasikan Mikroba antagonis
(B. subtilis dan T. harzianum). Perlakuan
kontrol digunakan dengan hanya meremajakan
jamur M. oryzae tanpa mikroba antagonis.
Pengamatan dilakukan pada hari ke-7 dengan
menggunakan rumus % daya hambat (Korsten
& De Jager, 1995).
R1-R2
R1

% Daya hambat = x 100%

@)

Keterangan:
R1 = Diameter koloni M. oryzae pada perlakuan
kontrol

Diameter koloni
mikroba antagonis

R2

M. oryzae dengan

Analisis data
Data yang diperoleh dianalisis secara
deskriptif kemudian disajikan dalam bentuk
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Gambar dan Tabel meliputi kurva pertumbuhan
Bacillus subtilis ATCC 6633 dan Trichoderma
harzianum, Viabilitas Bacillus subtilis ATCC
6633 dan Trichoderma harzianum dan uiji
antagonis Bacillus subtilis ATCC 6633 dan
Trichoderma harzianum terhadap Magnaporthe
oryzae.

Hasil dan Pembahasan

Kurva pertumbuhan Bacillus subtilis ATCC
6633 dan Trichoderma harzianum

Kurva pertumbuhan Bacillus subtilis
ATCC 6633 dan Trichoderma harzianum
hingga diperoleh fase eksponensial disajikan
pada Gambar 1 dan 2. Fase pertumbuhan
mikroba terdiri dari empat fase yakni fase
adaptasi (lag), fase eksponensial (log), fase
stasioner dan fase kematian (Saraswati et al.,
2021).
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Gambar 1. Kurva pertumbuhan mikroba Bacillus
subtilis

Pertumbuhan B. subtilis dan T. harzianum
menunjukkan fase adaptasi yang relatif cepat.
Hal ini terjadi karena medium pertumbuhan
untuk inokulum dan medium produksi yang
digunakan sama. Menurut Saraswati et al.,
(2021) fase adaptasi dipengaruhi oleh faktor
media dan lingkungan pertumbuhan, jika media
pertumbuhan dan lingkungan awal sama dengan
sebelumnya, maka fase adaptasi akan berjalan
lebih cepat. Namun, jika media dan kondisi
lingkungan yang baru berbeda dari sebelumnya,

enzim akan membutuhkan waktu untuk
mensintesisnya.

Kurva pertumbuhan B. subtilis pada
Gambar 1  menunjukkan  bahwa  fase

eksponensial terjadi pada jam ke-1 hingga jam
ke-20 (0,793 nm). Fase eksponensial T.
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harzianum pada Gambar 2 terjadi pada jam ke-
24 hingga jam ke-120 dengan nilai biomassa
tertinggi 1,34 mg. Pertumbuhan mikroba pada
fase eksponensial pertumbuhan sel akan
berlangsung sangat cepat dan produksi enzim
meningkat (Johnsen & Krause, 2014). Pada fase
ini mikroba membelah diri, sehingga jumlah
mikroba menjadi dua kali lebih banyak dari
sebelumnya (Syarifuddin et al., 2022).
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Gambar 2. Kurva pertumbuhan Trichoderma
harzianum

Fase stasioner B. subtilis ditemukan pada
jam ke-20 hingga jam ke- 24, sedangkan pada T.
harzianum jam ke-120. Pada fase pertumbuhan
stasioner, jumlah populasi sel tetap konstan
karena jumlah sel yang tumbuh sama dengan
jumlah sel yang mati. Menurut Sadhu et al.,
(2014) pada fase stasioner jumlah sel akan
berkurang karena berkurangnya nutrisi dalam
media. Nutrisi dapat berupa sumber karbon,
sumber nitrogen dan ion-ion logam yang
terkandung dalam media produksi.

Viabilitas Bacillus subtilis ATCC 6633 dan
Trichoderma harzianum

Hasil penelitian ini viabilitas mikroba
dilakukan setelah biopriming dengan B. subtilis
dan T. harzianum selama 48 jam pada beberapa
varietas padi untuk mengetahui pertumbuhan B.
subtilis dan T. harzianum. Total koloni B.
subtilis dan T. harzianum pada beberapa
varietas padi disajikan pada Tabel 4.

Tabel 1. Viabilitas Bacillus subtilis dan Trichoderma harzianum pada beberapa varietas benih padi setelah
perendaman 48 jam

Agen Total koloni (x 10° cfu/g)
Biopriming Varietas Ceredek  Varietas Pandan Pulau Varietas Batang Sungkai
B. subtilis 15,9 13,4 11,2
T. harzianum 0,3 0,4 0,2

Hasil penelitian pada Tabel 4 dan Gambar
3 viabilitas B. subtilis menunjukkan adanya
pertumbuhan B. subtilis pada padi varietas
ceredek sebesar 15,9 x 10° cfu/g, varietas
Pandan Pulau sebesar 13,4 x 106 cfu/g dan
varietas Batang Sungkai sebesar 11,2 x 10°
cfu/g. Sedangkan pada Gambar 4 pertumbuhan

T. harzianum pada padi varietas ceredek sebesar
0,3 x 106 cfu/g, varietas Pandan Pulau sebesar
0,4 x 10° cfu/g dan varietas Bayang Sungkai
sebesar 0,2 x 108 cfu/g. Pertumbuhan B. subtilis
dan T. harzianum sebagai agen biopriming
berperan dalam pertumbuhan benih padi (Oryza
sativa L.).

Gambar 3. Pertumbuhan Bacillus subtilis setelah biopriming selama 48 jam;
Keterangan: (a) varietas Ceredek, (b) varietas Pandan Pulau dan (c) varietas Batang Sungkai;

Pertumbuhan B. subtilis pada padi
varietas Ceredek, Pandan Pulau dan Batang
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Sungkai disajikan pada Gambar 3. Bacillus
sebagai PGPR merupakan bakteri pemacu
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pertumbuhan tanaman, dengan keunggulan
reproduksi  cepat, nutrisi sederhana dan
kompatibilitas lingkungan yang kuat (Rehman
et al.,, 2019). Perlakuan biopriming dengan
menggunakan rizobakteri dapat meningkatkan
pertumbuhan bibit padi. Hal ini dipicu oleh

kemampuan rizobakteri dalam menghasilkan
auksin 1AA (Chitra & Jijeesh, 2021). 1AA dari
bakteri berperan mempercepat perkecambahan
benih dengan merangsang proses diferensiasi
akar membentuk rambut akar dan tunas (Herlina
etal., 2017).

Gambar 4. Pertumbuhan Trichoderma harzianum setelah biopriming selama 48 jam;
Keterangan: (a) varietas Ceredek, (b) varietas Pandan Pulau dan (c) varietas Batang Sungkai

Pertumbuhan T. harzianum pada tiga
varietas padi dapat dilihat pada Gambar 4. Hasil
penelitian Anitha et al.,, (2015) pada T.
harzianum menghasilkan 1AA berpengaruh
positif terhadap akar tanaman, pertumbuhan dan
hasil produksi tanaman. Hasil penelitian
Muliani et al., (2022) menunjukkan bahwa IAA
berperan dalam penyerapan air dan zat hara
melalui pertumbuhan akar. Hormon IAA yang
dihasilkan T. harzianum memecah dormansi
benih dan merangsang proses perkecambahan
benih, hormon ini dapat digunakan untuk
merangsang perkecambahan benih (Haerani et
al., 2021).

Uji antagonis Bacillus subtilis ATCC 6633
dan Trichoderma harzianum terhadap
Magnaporthe oryzae

Hasil uji antagonis menggunakan dual
culture menunjukkan B. subtilis dan T.
harzianum menghambat pertumbuhan patogen
M. oryzae. Diameter koloni dan % daya hambat
mikroba antagonis B. subtilis dan T. harzianum
pada pertumbuhan jamur patogen M. oryzae
(Tabel 2). Diameter koloni M. oryzae perlakuan
kontrol (tanpa B. subtilis dan T. harzianum)
sebesar 3,95 cm lebih besar dibandingkan M.
oryzae yang ditumbuhkan bersama agen
biopriming yaitu B. subtilis dan T. harzianum.

Tabel 2. Diameter koloni dan % daya hambat Bacillus subtilis dan Trichoderma harzianum terhadap
Magnaporthe oryzae pada 7 hari pengamatan

Perlakuan

Diameter koloni M. oryzae (cm)

Daya hambat (%)

Kontrol (tanpa B. subtilis dan T. harzianum)
. subtilis, Var. Ceredek

. subtilis, Var. Pandan Pulau

. subtilis, Var. Batang Sungkai

. harzianum, Var. Ceredek

. harzianum, Var.Pandan Pulau

. harzianum, Var. Batang Sungkai

A www

3,95 0

2,76 30,13
2,83 28,35
2,97 24,81
1,66 63,04
1,48 62,03
1,55 58,48

Menurut (Rizal, 2017) semakin Kkecil
diameter koloni jamur patogen, maka semakin
kuat daya hambat mikroba antagonis terhadap
pertumbuhan patogen. Penelitian Djaenuddin,
(2016) melaporkan B. subtilis dan T. harzianum
mampu menginduksi pembentukan metabolit
sekunder yang meningkatkan  ketahanan
tanaman terhadap bercak daun, mati kecambah
dan blas daun. M. oryzae merupakan jamur
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berbahaya yang dapat menyerang tanaman padi
penyebab penyakit blas. Penggunaan B. subtilis

dan T. harzianum diharapkan mampu
melindungi tanaman padi dari penyakit blas.
Hasil penelitian Zivkovi¢ et al., (2010)

melaporkan kategori % daya hambat yaitu 1-
25% dikategorikan rendah, 26-50%
dikategorikan sedang, 51-75% dikategorikan
tinggi dan 76-100% dikategorikan sangat tinggi.
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c » d

Gambar 5. Daya hambat Bacillus subtilis terhadap
Magnaporthe oryzae. Keterangan: (a) varietas
Ceredek, (b) varietas Pandan Pulau dan (c) varietas
Batang Sungkai; (d) kontrol (tanpa Bacillus
subtilis); (1) Bacillus subtilis, (2) Magnaporthe
oryzae

Gambar 5  menunjukkan  bahwa
pertumbuhan dari M. oryzae terhambat oleh B.
subtilis sehingga ukuran koloni M. oryzae lebih
kecil dibandingkan kontrol (tanpa T. harzianum)
pada ketiga varietas padi. Persentase daya
hambat M. oryzae yang ditumbuhkan dengan B.
subtilis dengan metode dual culture pada
varietas Ceredek sebesar 30,13% (kategori
sedang), varietas Pandan Pulau sebesar 28,35%
(kategori sedang) dan varietas Batang Sungkai
sebesar 24,81% (kategori rendah). Menurut
Kaseng et al., (2016) B. subtilis mempunyai
kemampuan antagonis yang baik, karena adanya
kesesuaian  faktor-faktor lingkungan yang
menyebabkan bakteri dapat beradaptasi dan
berkembang lebih cepat, sehingga mampu
mendukung  kemampuan  antagonis  dan
menghambat perkembangan patogen. Bacillus
sp. adalah kelompok bakteri yang berperan
dalam meningkatkan resistensi tanaman dan
juga menghasilkan senyawa antijamur (Meika et
al., 2023) .

Pertumbuhan T. harzianum setelah 7 hari
terlihat cepat kearah M. oryzae, sehingga tidak
memberikan ruang pertumbuhan untuk M.
oryzae (Gambar 6). Persentase daya hambat M.
oryzae yang ditumbuhkan dengan T. harzianum
pada varietas Ceredek sebesar 63,04% (kategori
tinggi), varietas Pandan Pulau sebesar 62,03%
(kategori tinggi) dan varietas Batang Sungkai
sebesar 58,48% (kategori tinggi). Trichoderma
spp. tidak hanya mendorong pertumbuhan dan
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perkembangan tanaman tetapi juga memiliki
aktivitas antagonis luas terhadap berbagai
fitopatogen tular tanah (Keswani et al., 2014).
Menurut Meika et al., (2023) menunjukkan
bahwa penggunaan Trichoderma sp. maupun
Bacillus sp. dengan persentase zona hambat
berturut-turut  72,85% dan 62,94% dapat
menekan pertumbuhan patogen Alternaria porri
penyebab penyakit bercak ungu pada bawang
Wakegi.

c d

Gambar 6. Daya hambat Trichoderma harzianum
terhadap Magnaporthe oryzae. Keterangan: (a)
varietas Ceredek, (b) varietas Pandan Pulau, (c)

varietas Batang Sungkai; (d) kontrol (tanpa
Trichoderma harzianum); (1) Trichoderma
harzianum, (2) Magnaporthe oryzae

Penggunaan mikroba sebagai pengendali
hayati mampu meningkatkan aktivitas mikroba
tanah yang berperan sebagai mikroorganisme
antagonis. Pengaplikasian B. subtilis sebagai
agen antagonis mampu menghambat
pertumbuhan jamur patogen dengan mekanisme
kompetisi dan antibiosis (Suriani & Muis,
2016). T. harzianum sebagai kapang antagonis
berperan dalam mekanisme kompetisi dan
parasitisme dengan melilit hifa dari jamur
patogen M. oryzae. Penelitian Amaria et al.,
(2015) menyatakan bahwa apabila hifa jamur
antagonis tumbuh diatas hifa jamur patogen
maka mekanisme tersebut disebut parasitisme.
Bacillus sp memiliki kemampuan dalam
mengendalikan jamur patogen secara in vivo
dengan cara menguraikan dinding sel jamur
melalui  produksi kitinase (Nurdin et al.,
2016). Dendang (2015) melaporkan bahwa
Trichoderma menghasilkan enzim g -(1-3)
glukanase dan kitinase sehingga menyebabkan
terjadinya lisis patogen dan menyebabkan
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hancurnya dinding sel jamur. Menurut
Prasannath (2017) Enzim Kkitinase bersifat
antijamur yang menghambat pertumbuhan spora
dan menyebabkan lisis pada dinding sel jamur.

Kesimpulan

Bacillus  subtilis dan  Trichoderma
harzianum dapat berperan sebagai agen
bioprimig  yang mampu menghambat
pertumbuhan jamur patogen Magnaporthe

oryzae. Viabilitas Bacillus subtilis terbesar
diperoleh pada padi varietas Ceredek dan
Trichoderma harzianum pada padi varietas
Pandan Pulau. Persentase daya hambat terbesar
diperoleh  dari  biopriming  menggunakan
Trichoderma harzianum dengan kategori tinggi.
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