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ABSTRAK 
 

Sorgum (Sorghum bicolor) merupakan tanaman serealia yang 

dikenal adaptif pada lahan kering yang mengandung sedikit nutrisi. 

Kekurangan nutrisi pada tanah kering umumnya diatasi dengan 

pemberian pupuk sintetis yang apabila penggunaannya berlebihan akan 

menurunkan kualitas tanah. Penggunaan agen hayati seperti bakteri 

menjadi salah satu alternatif untuk mencegah terjadinya kerusakan tanah. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jumlah sel dan menguji 

kemampuan isolat bakteri yang diisolasi dari akar (endofit) dan tanah 

(rhizosfer) sorgum dalam memproduksi IAA, melarutkan fosfat, dan 

memfiksasi nitrogen. Isolat potensial diidentifikasi secara molekular 

berdasarkan sekuen 16S rDNA dan diuji interaksinya. Sampel diperoleh 

dari lahan sorgum Tapos, Bogor. Bakteri penghasil IAA, pelarut fosfat, 

dan pemfiksasi nitrogen masing-masing diisolasi menggunakan medium 

TSA yang mengandung triptofan 5 µg/mL, Pikovskaya, dan Nfb. Hasil 

isolasi didapatkan 42 isolat bakteri penghasil IAA, 20 isolat bakteri 

pelarut fosfat, dan 26 isolat bakteri pemfiksasi nitrogen. Isolat penghasil 

IAA, pelarut fosfat dan pemfiksasi nitrogen masing-masing diseleksi 

menggunakan membran nitroselulosa yang ditetesi dengan reagen 

Salkowski, pengukuran indeks kelarutan dengan medium Pikovskaya 

padat, dan SERA Ammonia Test Kit. Hasil seleksi didapatkan masing-

masing empat isolat untuk diuji lanjut. Isolat E244 menghasilkan IAA 

dengan konsentrasi tertinggi 93,97±4,51 µg/mL. Isolat R233 memiliki 

kemampuan pelarutan fosfat tertinggi 14,02±2,41 µg/mL. Isolat R3-544 

memfiksasi nitrogen paling baik dengan konsentrasi amonia 2,83±0,68 

µg/mL. Isolat E244, R233, dan R3-544 secara berurutan teridentifikasi 

sebagai Enterobacter cloacae RCB680 (99,90%), Pantoea dispersa 

(96,38%), dan Leclercia adecarboxylata (99,80%).  

 

Kata kunci: endofit, IAA, PGP, rizosfer, sorgum    
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ABSTRACT 

 

Sorghum (Sorghum bicolor) is a cereal plant which well-known 

as adaptive plant in arid soil which contain less nutrition. Small amount 

of nutrition in arid soil generally solved by addition of synthetic 

fertilizers. The usage of synthetic fertilizer in much amount will 

decreased soil quality. Biological agent utilization such as bacteria is 

one of the alternative solution to prevent soil damage. These research 

aimed to observe the population and potency of bacteria isolated from 

sorghum root (endophyte) and soil (rhizosphere) on IAA production, 

phosphate solubilization, and  nitrogen fixation. Isolates with the highest 

potency were identified based on 16S rDNA. The next step was assay 

the interaction types of isolates obtained. Samples were taken from 

sorghum plantation in Tapos, Bogor. IAA producing, phosphate 

solubilizing, and nitrogen fixing bacteria were isolated using TSA 

medium contained tryptophan 5 µg/mL, Pikovskaya, and Nfb, 

respectively. Total isolates obtained from isolation were 42 IAA isolates 

of producing bacteria, 20 isolates of phosphate solubilizer bacteria, and 

26 isolates of nitrogen fixing bacteria. Screening of IAA producing was 

using nitrocellulose membrane with addition of Salkowsky reagent, 

phosphate solubilization was detected based on solubilization index, and 

nitrogen fixation potency was assayed using SERA Ammonia Test Kit. 

Isolate E244 able to produce IAA with highest concentration of 

93.97±4.51 µg/mL. Isolate R233 able to solubilizing phosphate with 

concentration of 14.02±2.41 µg/mL. Isolate R3-544 able to fixing 

nitrogen with high ammonia concentration of 2.83±0.68 µg/mL. Isolate 

E244, R233, and R3-544 were identified as Enterobacter cloacae 

RCB680 (99,90%), Pantoea dispersa (96,38%), and Leclercia 

adecarboxylata 60ft2 (99,80%) respectively. 

 

Keywords : endophyte, IAA, PGP, rhizosphere, sorghum 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

     Sorgum (Sorghum bicolor) merupakan tanaman serealia yang 

memiliki berbagai manfaat ekonomis maupun ekologis. Bagian bulir, 

batang, maupun daun sorgum dapat dimanfaatkan secara ekonomis 

sebagai bahan pangan, pakan, maupun industri. Bulir sorgum dapat 

dibuat menjadi tepung sebagai bahan baku pembuatan kue, mie, dan 

dapat pula dimanfaatkan untuk pakan unggas. Batang dan daun sorgum 

memiliki tekstur renyah dan rasa yang manis sehingga banyak 

dimanfaatkan sebagai pakan ternak. Bioetanol, gula, sirup, dan pati 

merupakan contoh produk industri yang dihasilkan dari Sorgum. Pati 

dari sorgum juga secara lanjut dapat diolah menjadi bahan perekat, 

pengental, dan zat aditif industri tekstil (Suryaningsih & Irhas, 2014; 

Hariprasanna & Rakshit, 2016). Tanaman sorgum memiliki kemampuan 

adaptasi yang tinggi pada lingkungan kering sehingga dijadikan sebagai 

produk tani potensial di daerah-daerah kering di Indonesia khususnya 

Nusa Tenggara Timur. Kemampuan adaptasi Sorgum sangat baik 

terutama pada lahan marjinal seperti lahan semi arid (Subagio & Aqil, 

2013). 

Sorgum dapat tumbuh pada lahan kering, mengandung sedikit nutrisi 

dan tidak berpotensi untuk ditumbuhi tanaman. Tanah dengan karakter 

tersebut termasuk lahan marjinal. Pada umumnya, tanaman yang 

tumbuh di lahan kering bergantung sepenuhnya pada alam dan sumber 

air berasal dari hujan (Sumarno & Hidayat, 2007). Sumber nutrisi 

tanaman tersebut didapatkan dari bahan organik yang berasal dari sisa-

sisa tumbuhan yang telah mati, sisa-sisa metabolisme makhluk hidup, 

maupun dari pupuk sintesis (Jones, 2012). Kekurangan nutrisi pada 

lahan marjinal diatasi dengan mengaplikasikan pupuk sintetis, namun 

dampak penggunaannya akan menurunkan kualitas tanah secara 

perlahan-lahan. Hal tersebut dikarenakan pupuk sintetis dapat 

mengurangi jumlah mikroorganisme tanah yang berperan penting dalam 

daur bahan organik di tanah (Gach, 2012). 

Mikroorganisme tanah berperan penting dalam daur ulang unsur 

organik. Selain menyediakan nutrisi bagi tanah, asosiasi antara 

mikroorganisme tanah dengan tumbuhan akan memberikan berbagai 

manfaat penting bagi pertumbuhan tanaman (Gach, 2012). Bakteri 

pemacu pertumbuhan tanaman atau Plant Growth Promoting Bacteria 
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(PGPB) memiliki berbagai macam kemampuan untuk mendukung 

pertumbuhan tanaman. Kebutuhan nutrisi esensial tumbuhan seperti 

nitrogen dan fosfor harus selalu tersedia agar pertumbuhan tanaman 

optimal. Namun nitrogen serta fosfor yang tersedia di lingkungan tidak 

dapat langsung dimanfaatkan oleh tumbuhan (Nosrati dkk., 2014). 

Aktivitas pemacu pertumbuhan tanaman yang dimiliki oleh bakteri 

rhizosfer maupun bakteri endofit dalam memfiksasi nitrogen, 

melarutkan fosfat anorganik, dan menghasilkan hormon pertumbuhan 

(fitohormon) mampu meningkatkan penyerapan nutrisi esensial untuk 

pertumbuhan tanaman (Felestrino dkk., 2017). 

     Keanekaragaman bakteri khususnya PGPB pada rhizosfer dan 

endofit tanaman sorgum telah banyak dieksplorasi. Bakteri seperti 

Bacillus sp., Pseudomonas sp., Herbaspirillum sp., Azotobacter sp., 

Azospirillum sp., Aminomonas sp., Pantoea sp., Erwinia sp., dan 

Sphingobacterium merupakan beberapa genus bakteri yang diketahui 

berperan sebagai PGPB pada tanaman sorgum (James dkk., 1997; 

Finyom, 2012; Sivasankari & Pradeep, 2013; Xu, 2014; Maropola dkk., 

2015). Bakteri yang memiliki aktivitas pemacu pertumbuhan tanaman 

dapat dijadikan sebagai biofertilizer (Gupta dkk.,2014). Penelitian 

mengenai PGPB pada tanaman sorgum secara langsung menyumbang 

informasi-informasi serta membantu peningkatan usaha produksi 

sorgum khususnya di Indonesia, karena upaya pengembangan produksi 

sorgum masih tergolong rendah sehingga memiliki potensi yang besar 

untuk diteliti lebih lanjut. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

     Rumusan masalah pada penelitian ini adalah: 

1. Bagaimana potensi isolat-isolat bakteri dari rhizosfer dan endofit 

sorgum dalam memfiksasi nitrogen, melarutkan fosfat, dan 

menghasilkan hormon IAA? 

2. Bakteri apakah yang memiliki potensi terbaik dalam memfiksasi 

nitrogen, melarutkan fosfat, dan menghasilkan hormon IAA 

berdasarkan sekuen 16S rDNA? 

3. Bagaimana tipe interaksi antar isolat unggul yang didapatkan? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah berikut: 

1. Mengetahui potensi isolat bakteri rhizosfer dan endofit sorgum 

dalam memfiksasi nitrogen, melarutkan fosfat, serta 

menghasilkan hormon IAA. 

2. Mengidentifikasi isolat bakteri rhizosfer dan endofit sorgum 

dengan potensi terbaik dalam memfiksasi nitrogen, melarutkan 

fosfat, dan menghasilkan hormon IAA berdasarkan sekuen 16S 

rDNA. 

3. Mengetahui tipe interaksi antar isolat unggul yang didapatkan. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah setelah diperoleh bakteri dengan 

potensi terbaik dalam menghasilkan IAA, melarutkan fosfat, dan 

memfiksasi nitrogen sehingga dapat dilakukan pengembangan isolat 

unggul sebagai pupuk hayati dapat mengurangi penggunaan pupuk 

sintetis dan meningkatkan produktivitas tanaman sorgum. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1  Potensi dan Pemanfaatan Sorgum di Indonesia 

Sorgum merupakan tanaman serealia yang termasuk ke dalam famili 

Poaceae. Distribusi sorgum sangat luas khususnya di Afrika, bagian 

selatan India, hingga Indonesia. Sorgum diperkirakan merupakan 

tanaman asli dari daerah Timur Laut Afrika yaitu pada daerah 

perbatasan Mesir dengan Sudan (Hariprasanna & Rakshit, 2016). 

Sorgum Afrika dibawa ke luar negeri untuk diperkenalkan sehingga 

adanya pengenalan tersebut membuat distribusi sorgum kian meluas 

terutama ke negara-negara yang beriklim kering. Kemampuan 

beradaptasi sorgum pada daerah kering menjadi salah satu alasan 

mengapa distribusi sorgum sangat luas di daerah Afrika, India, dan 

Indonesia (Reddy & Patil, 2015). Beberapa daerah di Indonesia seperti 

Jawa Tengah, Jawa Timur, Daerah Istimewa Yogyakarta, Jawa Timur, 

Nusa Tenggara Barat, dan Nusa Tenggara Timur telah mengembangkan 

sorgum. Rata-rata luas tanam serta produktivitas sorgum di daerah Jawa 

Tengah merupakan yang tertinggi dibandingkan tempat lainnya (Tabel 

1). Sirappa (2003) menyebutkan bahwa rata-rata luas tanam dan 

produktivitas sorgum berbeda pada masing-masing daerah karena 

perbedaan agroekologi serta teknologi budidaya yang diterapkan petani. 

 

Tabel 1. Rata-rata luas tanam, produksi dan produktivitas sorgum di 

               Indonesia 

(Sirappa, 2003) 

 

     Adaptasi tanaman sorgum terhadap lingkungannya sangat luas 

karena mampu mentolerir kondisi tanah. Tanah dengan rentang pH 5 

hingga 8,5 dapat ditanami sorgum. Sorgum sangat toleran terhadap 

kekeringan dan relatif tahan terhadap gangguan hama atau penyakit 

Tempat/tahun 

Luas 

tanam 

(ha) 

Produksi 

(ton) 

Produktivitas 

(ton/ha) 

Jawa Tengah (1973-1983) 15.309 17.350 1,13 

Jawa Timur (1984-1988) 5.963 10.522 1,76 

DI Yogyakarta (1974-1980) 1.813 670 0,37 

Nusa Tenggara Barat (1993/94) 30 54 1,80 

Nusa Tenggara Timur (1993/94) 26 39 1,50 
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(Sirappa, 2003; Shoemaker & Bransby, 2010). Karakter-karakter 

tersebut membuat sorgum banyak dikenal sebagai tanaman yang adaptif 

pada lahan marjinal. Lahan marjinal merupakan lahan yang memiliki 

nilai agrikultur dan ekonomi yang rendah. Tanah kering, tanah asam, 

dan tanah yang terkena polusi akibat aktivitas industri merupakan 

contoh tanah marjinal (Shahid & Shankiti, 2013). Menurut Subagio & 

Suryawati (2013), beberapa karakter sorgum yang menjadi keunggulan 

untuk dibudidayakan adalah kemampuan adaptasi yang luas, keragaman 

genetik yang tinggi, budidaya mudah, resiko gagal panen yang rendah, 

dan dapat dijadikan komoditas ekspor. Kandungan nutrisi pada sorgum 

antara lain protein, lemak, karbohidrat, serat jenuh, energi, dan kalsium. 

Jumlah protein, karbohidrat, dan energi yang dimiliki sorgum tidak 

berbeda pada jagung dan gandum sehingga tanaman ini sangat 

berpotensi untuk dimanfaatkan (Hariprasanna & Rakshit, 2016).  

     Selain dikenal sebagai tanaman yang adaptif, sorgum juga dikenal 

sebagai tanaman yang multifungsi karena seluruh bagian tanaman 

meliputi daun, batang, biji, tangkai biji, serta akar dapat dimanfaatkan. 

Batang dan biji sorgum memiliki kandungan gula sehingga dapat 

digunakan sebagai bahan baku pembuatan bioetanol (Suryaningsih & 

Irhas, 2014). Biji sorgum dapat diolah menjadi tepung sorgum dan dapat 

digunakan sebagai bahan baku pembuatan produk makanan seperti roti, 

tape, kue kukus, dan sebagainya. Menurut Dicko dkk. (2006), sorgum 

mengandung serat pangan yang dibutuhkan tubuh untuk mencegah 

berbagai penyakit seperti penyakit jantung, hipertensi, dan kanker usus. 

Serat pangan berfungsi untuk mengikat asam empedu sehingga kadar 

kolesterol dalam darah dapat turun. Bagian daun, akar, batang segar, dan 

tangkai biji dapat dimanfaatkan menjadi pakan ternak.   

 

2.2 Diversitas Bakteri PGP pada Sorgum dan Faktor-faktor yang  

          Mempengaruhi 

     Berbagai penelitian telah dilakukan untuk mempelajari tentang 

diversitas bakteri khususnya bakteri pemacu pertumbuhan tanaman pada 

tanaman sorgum.  Sivasankari  & Pradeep  (2013)  pada  penelitiannya  

mengisolasi  genus  Bacillus spp.,  Pseudomonas spp., dan  Klebsiella 

spp. dari  tanah  sorgum  memiliki  kemampuan  menghasilkan  hormon  

IAA. Menurut penelitian Finyom (2012), pada  bagian batang Sorgum 

terdapat Pantoea sp. dan Erwinia sp. dimana kedua genus tersebut 

diketahui mampu menghasilkan hormon IAA sedangkan pada bagian 
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akar didapatkan Pseudomonas sp., Aminomonas sp., dan Staphylococcus 

saprophyiticus.  Herbaspirillum  seropedicae  yang  merupakan  bakteri  

pemfiksasi nitrogen diketahui dapat tumbuh pada jaringan daun sorgum. 

Salah satu bakteri   pemfiksasi   nitrogen   yaitu  Herbaspirillum   

rubrisubalbicans diketahui mengkolonisasi pembuluh xilem pada daun 

sorgum dan akar tebu (James dkk., 1997; Xu, 2014). 

Bakteri dapat bekerja secara sinergis dalam meningkatkan 

pertumbuhan tanaman. Azotobacter chroococcum dan Azotobacter 

vinelandii dapat bekerja secara individu maupun sinergis dengan bakteri 

PGP lainnya dalam meningkatkan germinasi biji serta meningkatkan 

produksi pada tanaman sorgum, tomat, kentang, dan jagung (Xu, 2014). 

Berdasarkan hasil analisis pyrosequencing  yang dilakukan oleh 

Maropola dkk. (2015) pada jaringan akar serta batang sorgum, diketahui 

bahwa komunitas bakteri yang terdapat kedua mikrohabitat tersebut 

berbeda. Genus-genus yang umumnya terdapat pada batang serta akar 

sorgum yaitu Microbacterium, Agrobacterium, Sphingobacterium, 

Herbaspirillum, Erwinia, Pseudomonas, dan Stenotrophomonas yang 

seluruhnya berperan sebagai bakteri pemacu pertumbuhan tanaman. 

Diversitas dan struktur komunitas mikroorganisme tanah 

dipengaruhi oleh eksudat akar sepertu gula, asam amino, siderofor, dan 

enzim. Interaksi antara akar tanaman dan mikroorganisme tanah 

berpotensi untuk mempengaruhi komunitas bakteri pada tanah dan 

meningkatkan kesuburan tanah. Sekresi eksudat oleh akar tanaman juga 

dipengaruhi oleh kesuburan tanah. Jenis tanah, ketersediaan nutrisi dan 

kelembaban tanah dapat mempengaruhi sekresi eksudat dan secara 

langsung juga berpengaruh terhadap diversitas mikroorganisme tanah 

(Souza dkk., 2015; Wu dkk., 2018). Menurut Santoyo dkk. (2017), 

beberapa faktor abiotik yang dapat mempengaruhi diversitas 

mikroorganisme tanah antara lain pH, kadar air, bahan organik, 

temperatur, tipe tanah, pupuk, dan karbon dioksida. 

 

2.3 Bakteri Endofit dan Rhizosfer serta Aktivitasnya sebagai 

Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB) 

     Mikroorganisme pada tanaman dapat ditemukan di tanah maupun 

jaringan tanaman (endofit). Keanekaragaman mikroorganisme pada 

taaman banyak dikaji terutama dalam hal interaksi serta aktivitas yang 

memberikan dampak positif maupun negatif terhadap tanaman. Bakteri 

merupakan salah satu mikroorganisme yang memiliki berbagai 

kemampuan dalam membantu pertumbuhan tanaman. Keberadaannya 
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dapat ditemukan di tanah maupun jaringan tanaman seperti akar, batang, 

dan daun (Felestrino dkk., 2017). Zona tanah dengan diversitas bakteri 

yang paling tinggi berada di rhizosfer. Tanah rhizosfer merupakan tanah 

yang berada di sekitar akar tanaman. Jumlah bakteri lebih banyak pada 

rhizosfer dibandingkan pada tanah yang jauh dari perakaran. Pada 

rhizosfer terdapat senyawa-senyawa organik yang berasal dari akar 

tanaman dan senyawa-senyawa tersebut digunakan oleh bakteri untuk 

pertumbuhannya (Gaiero dkk., 2013). Aktivitas sel akar tanaman 

menghasilkan berbagai senyawa organik yang dikeluarkan ke rhizosfer 

sebagai eksudat. Fenol, asam organik, asam amino, fitosiderofor, 

vitamin, purin, enzim, dan gula merupakan beberapa komponen yang 

terkandung di rhizosfer dan berasal dari eksudat akar (Finyom, 2012). 

Komponen-komponen tersebut dimanfaatkan oleh bakteri sebagai 

sumber nutrisi. Fenol dan asam amino berperan penting dalam 

mekanisme persinyalan pada sel bakteri, contohnya respon motil bakteri 

dari lingkungan tak menguntungkan menuju lingkungan yang 

menguntungkan (Baker dkk.,2006).   

Interaksi bakteri dengan tanaman merupakan interaksi yang saling 

menguntungkan. Bakteri tidak hanya memanfaatkan eksudat akar 

tanaman namun juga membantu pertumbuhan tanaman. Bakteri endofit 

yang mengkolonisasi jaringan tanaman juga memiliki peranan dalam 

proteksi tanaman dari patogen (Ali dkk., 2014). Peranan bakteri dalam 

pertumbuhan serta proteksi tanaman dapat dikaitkan dengan interaksi 

antar bakteri endofit dengan bakteri rhizosfer. Santoyo dkk. (2016) 

dalam penelitiannya mengungkapkan bahwa bakteri yang berada di 

rhizosfer dapat masuk ke dalam jaringan tanaman melalui akar. Hal 

tersebut membuat bakteri endofit diperkirakan merupakan bagian dari 

bakteri rhizosfer atau bagian dari bakteri yang berasosiasi dengan akar. 

Bakteri rhizosfer yang mampu masuk dan beradaptasi pada jaringan 

tumbuhan diyakinimerupakan bakteri yang terspesialisasi dikarenakan 

memiliki mekanisme sendiri untuk masuk ke dalam jaringan tumbuhan 

dan bertahan pada mikrohabitat tersebut. Bakteri endofit pun memiliki 

gen yang berbeda dengan bakteri rhizosfer terutama gen-gen yang 

berperan dalam kolonisasi jaringan tanaman (Ali dkk., 2014). 

Aktivitas yang dimiliki bakteri endofit maupun rhizosfer terkait 

dengan pertumbuhan tanaman sangatlah beragam. Bakteri mampu 

memacu pertumbuhan tanaman dengan berbagai mekanisme. 

Mekanisme-mekanisme tersebut terbagi ke dalam mekanisme langsung 

dan tak langsung. Mekanisme langsung berkaitan dengan nutrisi 

esensial dan fitohormon sedangkan mekanisme tak langsung berkaitan 
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dengan fitopatogenitas (Glick, 2015; Pandya dkk.,2015). Aktivitas 

bakteri yang berkaitan dengan nutrisi esensial pada tanaman yaitu 

fiksasi nitrogen, pelarutan fosfat, dan produksi siderofor (iron carrier) 

sedangkan aktivitas bakteri yang berkaitan dengan fitohormon 

yaituproduksi hormon IAA (indole-3-acetic-acid), sitokinin, asam 

giberelin, dan etilen. Bakteri yang memiliki kemampuan-kemampuan 

tersebut dapat digolongkan sebagai bakteri pemacu pertumbuhan 

tanaman (Plant Growth Promoting Bacteria) (Felestrino dkk.,2017). 

Nitrogen dan fosfor merupakan nutrisi esensial pada tanaman dan 

termasuk makronutrien utama. Kedua unsur tersebut merupakan 

komponen penyusun asam amino, protein, asam nukleat, koenzim, 

nukleotida, dan fosfolipid pada tanaman (Marschner, 2012). Jumlah 

nitrogen (N2) lebih banyak di udara dibandingkan tanahnamuntanaman 

tidak dapat menggunakan nitrogen secara langsung karena memiliki tiga 

ikatan sehingga bersifat inert. Organisme lain diperlukan oleh tanaman 

untuk mengkonversi nitrogen menjadi senyawa yang dapat 

dimanfaatkan. Berbeda dengan nitrogen, jumlah fosfat di tanah lebih 

banyak namun dalam bentuksenyawa organik sedangkan tanaman hanya 

dapat memanfaatkan fosfat terlarut. Bakteri memiliki kemampuan untuk 

melarutkan fosfat insoluble menjadi ion fosfat (soluble) dengan 

mensekresikan asam organik (Nosrati dkk.,2014). Bakteri juga dapat 

menghasilkan hormon IAA (indole-3-acetic-acid) yang berfungsi untuk 

meningkatkan pertumbuhan akar, menghambat pertumbuhan tunas 

lateral, dan pembentukan jaringan vaskuler (Sukmadewi dkk., 2015). 

 

2.3.1  Bakteri Penghasil IAA 

IAA (indole-3-acetic acid) merupakan senyawa auksin yang 

meregulasi pertumbuhan serta perkembangan tumbuhan. Auksin 

berperan dalam pembelahan sel tumbuhan, diferensiasi jaringan, 

dominansi apikal, serta respon tumbuhan terhadap cahaya, gravitasi dan 

patogen. IAA pada bakteri juga berperan sebagai molekul persinyalan 

yang berhubungan dengan mekanisme pertahanan tumbuhan dari 

patogen (Spaepen dkk., 2007). Produksi IAA oleh bakteri dapat 

meningkatkan interaksi antara tanaman dengan bakteri. Senyawa IAA 

yang disekresikan oleh bakteri dapat melonggarkan dinding sel tanaman 

sehingga jumlah eksudat akar yang disekresikan tanaman meningkat dan 

nutrisi untuk bakteri pada tanah lebih tercukupi. Selain itu, sekresi IAA 

oleh bakteri juga dapat membantu tanaman dalam menyeimbangkan 

produksi hormon etilen (Kim dkk., 2001; Chi dkk., 2005). Senyawa 
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IAA juga menyediakan nutrisi bagi bakteri karena dapat mengikat 

karbon dan nitrogen dalam bentuk molekul tunggal (Leveau & Lindow, 

2005).  

Biosintesis IAA pada bakteri membutuhkan senyawa asam amino 

triptofan sebagai prekursor. Terdapat lima macam jalur biosintesis IAA 

oleh bakteri yaitu indole-3-pyruvic acid, indole-3-acetic aldehyde, 

indole-3-acetamide, indole-3-acetonitrile dan tryptophan-independent 

pathway (Gambar 2). Jalur indole-3-pyruvic acid banyak digunakan 

genus Bradyrhizobium, Rhizobium, Azospirillum, Klebsiella, 

Pseudomonas dan Enterobacter dalam sintesis IAA. Beberapa genus 

Pseudomonas dan Azospirillum juga dapat mengkonversi triptofan 

menjadi IAA melalui jalur indole-3-acetic aldehyde. Bakteri 

fitopatogenik seperti Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas 

syringae, Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens dan Erwinia 

herbicola memproduksi IAA melalui jalur indole-3-acetamide. Jalur 

indole-3-acetonitrile banyak ditemukan pada Cyanobacteria sedangkan 

jalur tryptophan-independent lebih banyak ditemukan pada tanaman 

namun beberapa bakteri dari genus Azospirillum dan Cyanobacteria juga 

dapat menggunakan jalur tersebut dalam menghasilkan IAA 

(Hariprasanna & Rakshit, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Spaepen dkk., 2007) 

Gambar 1. Macam-macam jalur biosintesis IAA pada bakteri 
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2.3.2  Bakteri Pelarut Fosfat 

     Fosfat merupakan nutrisi makro yang sangat penting fungsinya bagi 

tumbuhan. Tumbuhan maupun bakteri memerlukan fosfat untuk 

pembentukan asam nukleat, nukleotida, koenzim, dan fosfolipid, serta 

berperan dalam transfer energi seperti adenosine triphosphate (ATP) 

(Boyer, 1997). Defisiensi fosfat pada tanaman mengakibatkan 

perubahan warna pada daun serta terbentuknya jaringan nekrotik. Selain 

itu, maturasi pada tanaman yang kekurangan fosfat akan terhambat 

(Taiz & Zeiger, 2002). Konsentrasi fosfat terlarut pada tanah sangat 

rendah yaitu kurang dari 1 ppm. Fosfat yang dapat diserap oleh sel 

tumbuhan maupun bakteri berada dalam bentuk HPO4
2-

 atau H2PO4
-
. 

Sumber fosfor di alam dapat diperoleh dari biji-bijian, bebatuan, dan 

endapan lainnya. Fosfat pada tanah juga dapat ditemukan dalam bentuk 

senyawa anorganik seperti besi (II) fosfat (Fe3(PO4)2), aluminium fosfat 

(Al3PO4), kalsium fosfat (Ca3(PO4)2). Senyawa-senyawa tersebut sulit 

untuk larut dan diperlukan organisme lain untuk memecah senyawa 

tersebut (mineralisasi) menjadi senyawa yang bersifat larut (Rodriguez 

& Fraga, 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Ahemad & Kibret, 2014) 

Gambar 2. Alur mineralisasi fosfat anorganik menjadi fosfat terlarut 
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Mekanisme pelarutan fosfat melalui berbagai proses seperti 

asidifikasi, pertukaran ion H
+
, dan secara enzimatis. Bakteri pelarut 

fosfat memproduksi exopolysaccharide (EPS) yang akan berikatan 

dengan fosfat tak terlarut. Fosfat selanjutnya dimineralisasi dengan 

bantuan enzim fitase dan fosfatase (AcPase) dan menghasilkan asam 

organik. Sekresi asam organik oleh bakteri pelarut fosfat mengakibatkan 

terjadinya penurunan pH menjadi asam (asidifikasi). (Behera dkk., 

2017). Enzim fosfatase dan fitase bekerja melarutkan fosfat di luar sel 

ketika molekul fosfat terikat pada eksopolisakarida. Pelarutan fosfat 

oleh bakteri juga dapat terjadi melalui pelepasan dam pertukaran ion H
+
 

pada permukaan sel bakteri (Ahemad & Kibret, 2014; Rodriguez & 

Fraga, 1999). Beberapa macam asam organik yang dihasilkan oleh 

bakteri pelarut fosfat yaitu asam glukonik, keto-glukonik, laktat, 

suksinat, malat, sitrat, oksalat, fumarat, dan asetat (Khan dkk., 2013).     

 

2.3.3  Bakteri Pemfiksasi Nitrogen dan Aktivitas Fiksasi Nitrogen  

          secara Biologis 

Fiksasi nitrogen merupakan konversi nitrogen (N2) menjadi 

senyawa yang dapat dimanfaatkan oleh organisme, seperti amonia 

(NH3) atau nitrat (NO3
-
). Proses fiksasi nitrogen dapat terjadi melalui 

mekanisme geokimia, biologis, dan industri. Fiksasi nitrogen secara 

biologis dilakukan oleh bakteri Rhizobia dan Diazotrof yang memiliki 

enzim nitrogenase sebagai katalis dalam konversi nitrogen (Silva dkk., 

2011). Bakteri pemfiksasi nitrogen dibedakan menjadi bakteri simbiotik 

dan bakteri non simbiotik. Bakteri pemfiksasi nitrogen simbiotik 

diketahui mampu menghasilkan nitrogen terikat dalam jumlah banyak 

dibandingkan bakteri non simbiotik (Glick, 2012; Ahemad & Kibret, 

2014). Selain pada nodul akar, bakteri endofit yang mengkolonisasi 

jaringan tumbuhan juga merupakan bakteri simbiotik (Hallman dkk., 

1997). 

Mekanisme fiksasi nitrogen meliputi reaksi kompleks enzim yaitu 

nitrogenase. Enzim nitrogenase tersusun atas protein MoFe 

(molybdenum-iron) dan protein Fe yang dikode oleh gen nif, yaitu gen 

konservatif yang ada pada bakteri Diazotrof (Hoffman dkk., 2014). 

Protein Fe (dinitrogenase reduktase) berfungsi sebagai penyedia 

elektron bagi protein MoFe (dinitrogenase) untuk mereduksi nitrogen 

(N2) hingga menjadi amonia (NH3). Masing-masing genus bakteri 

pemfiksasi nitrogen memiliki mekanisme fiksasi nitrogen yang berbeda, 
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namun pada umumnya bakteri pemfiksasi nitrogen melakukan aktivitas 

fiksasi dengan enzim nitrogenase (Antonio dkk., 2011).  
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian dilakukan bulan Desember 2017 hingga Juni 2018. 

Penelitian bertempat di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya, 

Malang. 

 

3.2 Deskripsi Sampel dan Pengukuran Faktor Fisikokimia Tanah 

Sampel yang digunakan pada penelitian ini yaitu akar dan tanah 

rhizosfer Sorgum (Sorghum bicolor) yang didapatkan dari lahan sorgum 

Tapos, Bogor. Faktor fisikokimia sampel tanah yang diukur meliputi pH, 

kadar air, dan kandungan bahan organik. Parameter pH tanah diukur 

dengan melarutkan 10 gram tanah dalam 25 mL akuades, diukur 

menggunakan pH meter. Kadar air tanah diukur dengan metode 

gravimetri. Sampel tanah sebanyak lima gram dikeringkan dalam oven 

bersuhu 105ºC selama 48 jam. Kadar air tanah dihitung dengan 

persamaan 1 (Brower dkk., 1998). 

 

𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑎𝑖𝑟 𝑡𝑎𝑛𝑎ℎ (%) =  
𝑔0−𝑔𝑖

𝑔0
 × 100............................... (1) 

 g0 : berat basah tanah 

 gi : berat kering tanah 

 

Kandungan bahan organik diukur dengan menghaluskan tanah kering 

kemudian dua gram tanah ditimbang pada cawan porselen. Sampel 

tanah dibakar dalam tungku (furnace) bersuhu 500ºC hingga warna 

tanah berubah menjadi merah keabu-abuan. Tanah didiamkan pada suhu 

kamar lalu ditimbang beratnya. Persentase bahan organik tanah dihitung 

dengan persamaan 2 (Brower dkk., 1998). 

 

𝐵𝑎ℎ𝑎𝑛 𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑖𝑘 𝑡𝑎𝑛𝑎ℎ (%) =  
1

2
× (2 − 𝑏) × 100% .................  (2) 

 b : berat tanah setelah dibakar 

 

3.3 Isolasi Bakteri Endofit dan Rhizosfer 

Bakteri endofit diisolasi dengan cara menggerus 25 gram sampel 

akar yang telah disterilisasi permukaan berdasarkan metode Finyom 
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(2012). Akar disterilisasi permukaan dengan dicuci bersih terlebih 

dahulu kemudian dipotong kecil-kecil. Sampel akar secara berturut-turut 

direndam dalam etanol 70% selama 10 menit, NaOCl 5,25% selama 10 

menit, dan etanol 70% selama lima menit. Langkah terakhir adalah 

sampel direndam kembali dalam akuades steril sebanyak tiga kali, 

masing-masing selama satu menit. Akar yang telah disterilisasi 

permukaan kemudian digerus dan disuspensikan dalam 225 mL NaCl 

0,85% untuk dilakukan seri pengenceran.  

Bakteri rhizosfer diisolasi dengan cara mensuspensikan 25 gram 

sampel tanah ke dalam 225 mL NaCl 0,85%. Langkah selanjutnya 

dilakukan dilusi berseri dari 10
-1

 hingga 10
-6

 kemudian diambil 0,1 mL 

dari tiap seri pengenceran dan dibagi ke medium TSA yang 

mengandung triptofan 5 µg.mL
-1

, Pikovskaya agar, dan N-free 

bromothymol blue (NFb) semi solid masing-masing untuk isolasi bakteri 

penghasil IAA, bakteri pelarut fosfat, dan bakteri pemfiksasi nitrogen. 

Cawan diinkubasi padasuhu ruang selama 24 jam untuk bakteri 

penghasil IAA, 48 jam untuk bakteri pelarut fosfat, dan tujuh hari untuk 

bakteri pemfiksasi nitrogen. Koloni yang tumbuh pada media TSA dan 

Pikovskaya dikarakterisasi. Jumlah koloni dihitung berdasarkan Total 

Plate Count (TPC). Jumlah bakteri pemfiksasi nitrogen ditentukan 

berdasarkan perhitungan Most Probable Number (MPN). Koloni yang 

berbeda morfologi dimurnikan dan dilakukan pewarnaan Gram. 

 

3.4 Uji Potensi Isolat Bakteri Penghasil IAA 

Isolat bakteri yang telah dimurnikan, diuji kemampuannya dalam 

memproduksi IAA secara kualitatif menggunakan membran 

nitroselulosa. Isolat ditumbuhkan pada 10 mL TSB dan diinkubasi 

selama 24 jam. Kultur disamakan densitasnya lalu di-spread pada 

medium TSA yang mengandung triptofan 5 µg/mL. Membran 

nitroselulosa diletakkan pada permukaan agar lalu cawan diinkubasi 

selama 48 jam pada suhu ruang. Membran nitroselulosa kemudian 

diambil dan diteteskan reagen Salkowski. Perubahan warna membran 

nitroselulosa diamati setelah 30 menit. Isolat dikatakan mampu 

memproduksi IAA apabila warna membran nitroselulosa berubah 

menjadi kemerahan. 

Isolat yang dapat memproduksi IAA kemudian diuji lanjut 

kemampuannya dalam menghasilkan IAA dengan menggunakan 

Rancangan Acak Lengkap (RAL). Percobaan dilakukan sebanyak tiga 

kali ulangan dengan perlakuan jenis isolat dan waktu inkubasi. 
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Sebanyak dua ose isolat ditumbuhkan pada 10 mL TSB yang 

mengandung triptofan 5 µg/mL selama 24 jam pada incubator shaker 

dengan kecepatan 120 rpm. Selanjutnya diambil 10% kultur yang telah 

disetarakan densitasnya untuk diinokulasikan pada 30 mL medium TSB 

yang baru. Kultur diinkubasihingga jam ke-72 dengan pengambilan 

sampel dilakukan pada jam ke-0, 24, 48, dan 72. Pengukuran 

konsentrasi IAA dilakukan dengan mengambil lima mililiter kultur pada 

tiap jam pengambilan sampel untuk disentrifugasi pada kecepatan 

10.000 rpm, 4ºC, selama 10 menit. Sebanyak dua mililiter supernatan 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan empat mililiter 

reagen Salkowski. Tabung diinkubasi pada ruang gelap selama 30 menit 

kemudian diukur absorbansi larutan menggunakan spektrofotometer 

pada panjang gelombang 535 nm. Konsentrasi IAA dihitung 

berdasarkan persamaan kurva standar IAA. Selain itu dilakukan pula 

penghitungan jumlah sel bakteri pada setiap jam pengambilan sampel 

menggunakan metode TPC. 

 

3.5 Uji Potensi Isolat Bakteri Pelarut Fosfat 

Isolat bakteri pelarut fosfat yang telah dimurnikan, diuji 

kemampuannya dalam melarutkan fosfat secara semikualitatif 

menggunakan metode disc diffusion. Isolat bakteri diinokulasikan 

sebanyak dua ose ke dalam 10 mL Nutrient Broth dan disetarakan 

densitasnya. Uji dilakukan sebanyak tiga kali ulangan menggunakan 

kertas cakram Whatman No. 1. Sebanyak 20 µL  kultur diinokulasikan 

pada kertas cakram (5 mm) dan diletakkan pada cawan berisi 

Pikovskaya agar. Cawan diinkubasi 48 jam pada suhu ruang. Indeks 

kelarutan fosfat diukur dengan rumus 3 (Edi-Premono dkk., 1996; Paul 

& Sinha, 2017). 

 

𝐼𝐾 =  
𝑑𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 𝑧𝑜𝑛𝑎 𝑏𝑒𝑛𝑖𝑛𝑔 + 𝑑𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖

𝑑𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖
.............. (3) 

 

Uji lanjutan pelarutan fosfat menggunakan Rancangan Acak 

Lengkap (RAL). Percobaan dilakukan sebanyak tiga kali ulangan 

dengan perlakuan jenis isolat dan waktu inkubasi. Sebanyak dua oose 

isolat ditumbuhkan pada 10 mL Pikovskaya cair dan disetarakan 

densitasnya sebagai starter. Sebanyak 10% (v/v) kultur starter 

diinokulasikan ke dalam 80 mL media Pikovskaya cair (pH 7). Kultur 

diinkubasi selama 72 jam pada rotary shaker dengan kecepatan 120 rpm. 

Pengambilan sampel dilakukan pada jam ke-0, 24, 48, dan 72. 
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Pengukuran fosfat terlarut dilakukan dengan mengambil 10 mL kultur 

pada tiap jam pengambilan sampel lalu disaring dengan kertas saring. 

Filtrat disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm, 4ºC, selama 20 menit. 

Supernatan diambil satu mililiter kemudian ditambahkan 10 mL 

chloromolibdic dan 0,1 mL chlorostannous. Larutan diinkubasi selama 

10 menit kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang 600 

nm. Konsentrasi fosfat terlarut dihitung berdasarkan persamaan kurva 

standar fosfat (KH2PO4). Selain itu dilakukan pula pengukuran pH akhir 

medium pada tiap jam pengambilan sampel. 

 

3.6 Uji Potensi Isolat Bakteri Pemfiksasi Nitrogen 

Isolat bakteri pemfiksasi nitrogen yang telah dimurnikan, diuji secara 

kualitatif dilakukan menggunakan Sera Ammonia Test Kit. Sebanyak 

dua ose isolat diinokulasikan pada 10 mL N-freebroth tanpa 

penambahan indikator warna bromothymol blue. Isolat diinkubasi 

selama tujuh hari pada incubator shaker dengan kecepatan 120 rpm. 

Kultur disentrifugasi pada kecepatan 13.000 rpm dengan suhu 25
o
C 

selama 10 menit. Lima mililiter supernatan kemudian direaksikan 

dengan reagen 1, 2, dan 3 dari test kit. Perubahan warna diamati setelah 

20 menit lalu dibandingkan dengan color chart untuk menentukan 

konsentrasi amonium yang ada pada larutan (Iwata dkk., 2012). 

Isolat dengan konsentrasi amonium yang tinggi dipilih untuk 

dianalisis potensi fiksasi nitrogennya secara kuantitatif menurut metode 

Nesslerisasi. Sebanyak dua ose isolat ditumbuhkan dalam 10 mL N-free 

broth selama tujuh hari pada incubator shaker dengan kecepatan 120 

rpm. Pengukuran ammonium dilakukan dengan mengambil 5 mL kultur 

yang telah disetarakan densitasnya laludisentrifugasi pada kecepatan 

11.000 rpm dengan suhu 25
o
C selama 10 menit. Sebanyak 1 mL 

supernatan direaksikan dengan 1 mL reagen Nessler dan ditera hingga 

volume total 10 mL. Larutan diinkubasi selama 30 menit dan absorbansi 

larutan diukur menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 

425 nm. Konsentrasi amonium terikat dihitung menggunakan kurva 

standar amonia. 

 

3.7 Uji Interaksi antar Isolat Unggul 

     Isolat di-streak silang dengan isolat lainnya pada cawan berisi 

medium Nutrient Agar (NA). Cawan diinkubasi selama 24 jam pada 

inkubator bersuhu 30
 o

C. Setelah 24 jam, pertumbuhan koloni diamati 

dan ditentukan apakah isolat tumbuh sinergis atau antagonis. Isolat 
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dikatakan tumbuh sinergis apabila tidak terdapat zona hambat dan 

tumbuh antagonis apabila terdapat zona hambat. 

 
 

3.8 Analisis Data 

Data parameter konsentrasi IAA, fosfat terlarut, dan amonia 

dianalisis ragam menggunakan one-way ANOVA (p ≤ 0,05). Apabila 

terdapat beda nyata, maka dilanjutkan dengan uji Tukey. Hasil analisis 

data akan menentukan isolat bakteri yang selanjutnya diidentifikasi.  

 

3.9 Identifikasi Isolat Potensial 

DNA isolat potensial diekstraksi menggunakan Presto
TM

 Mini gDNA 

Bacteria Kit dari GeneAid. Isolat berumur 24 jam diambil sebanyak 

lima ose lalu disuspensikan pada microtube berisi 100 µL ddH2O. 

Suspensi kemudian disentrifugasi pada kecepatan 14.000 g selama satu 

menit. Pelet ditambahkan 180 µL buffer GT dan diresuspensi. Suspensi 

kemudian ditambahkan 20 µL proteinase-K lalu diinkubasi pada suhu 

60°C selama 10 menit. Sel bakteri kemudian dilisiskan dengan 

menambahkan 200 µL buffer GB lalu sampel diinkubasi selama 10 

menit pada suhu 70°C. Hasil lisis kemudian ditambahkan 200 µL etanol 

absolute lalu dipindahkan ke GD column yang telah diletakkan pada 

collection tube. GD column disentrifugasi pada kecepatan 14.000 g 

selama dua menit. Collection tube selanjutnya dibuang dan GD column 

dipindahkan ke collection tube yang baru. Sebanyak 200 µL buffer W1 

ditambahkan ke GD column lalu disentrifugasi pada kecepatan 14.000 g 

selama 30 detik. Flow-through yang tertampung pada collection tube 

dibuang. Sebanyak 200 µL wash buffer ditambahkan ke GD column lalu 

disentrifus pada kecepatan 14.000 g selama 30 detik. Flow-through 

dibuang lalu GD column disentrifus kembali pada kecepatan 14.000 g 

selama tiga menit. GD column kering dipindahkan ke collection tube 

yang baru lalu ditambahkan 50 µL elution buffer yang telah dipanaskan 

pada suhu 70°C. Selanjutnya GD column didiamkan selama tiga menit 

lalu disentrifugasi pada kecepatan 14.000 g selama 30 detik. Flow-

through yang tertampung pada collection tube merupakan sampel DNA. 

Sampel kemudian dipindahkan ke microtube baru untuk diamplifikasi. 

Sekuen 16S rDNA diamplifikasi menggunakan primer universal 27F 

(5’GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’) dan 1492R 

(5’CTACGGCTACCTTGTTACGA3’). Larutan PCR master mix dibuat 

menurut tabel 2. Amplifikasi sekuen 16S rDNA dilakukan 

menggunakan program PCR dengan rangkaian proses menurut tabel 3. 
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Amplikon sekuen 16S rDNA diverifikasi menggunakan elektroforesis. 

Konsentrasi agarosa yang digunakan yaitu 1,5% dan running 

elektroforesis dilakukan selama satu jam dengan kekuatan arus 50 volt. 

Pita DNA yang terbentuk didokumentasi dengan Gel Doc. Amplikon 

16S rDNA disekuensing di 1
st
BASE Malaysia. Sekuen 16S rDNA 

disejajarkan (alignment) dengan program MEGA. Hasil alignment 

dilakukan BLAST dan dicocokkan urutan nukleotidanya pada GenBank 

(Soeka dan Sulistiani, 2011). Pohon filogeni dikonstruksi menggunakan 

program MEGA dengan bootstrap 1000 menggunakan metode 

Neighbor Joining. Jarak evolusi dianalisis dengan menggunakan 

algoritma Tamura-Nei. 

 

Tabel 2. Komposisi master mix PCR 

Komposisi Volume (µL) Konsentrasi 

PCR master mix 25 µL - 

Primer 27F 2 µL 10 pmol/µL
 

Primer 1492R 2 µL 10 pmol/µL
 

Template DNA 2 µL 100 ng/µL
 

ddH2O 19 µL - 

 

 

Tabel 3. Proses PCR 

Tahapan Temperatur Waktu (s) Siklus 

Pra denaturation 95ºC 120 1 

35 siklus : Denaturation 

                 Annealing 

                 Extension 

95ºC 

55ºC 

72ºC 

30 

60 

90 

35 

35 

35 

Post extension 72ºC 300 1 

(Mulhardt, 2010) 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Faktor Fisikokimia Tanah Rhizosfer 

Terdapat tiga sampel tanah rhizosfer yang diukur faktor fisikokimia-

nya yaitu R1, R2, dan R3. Sampel tanah rhizosfer yang diteliti memiliki 

rata-rata pH yang asam dengan nilai 6,05. Kadar air tanah yang diteliti 

bernilai 1,00% dengan kandungan bahan organik 0,30% (Tabel 4). 

Rentang pH optimal untuk pertumbuhan bakteri adalah 5,5 hingga 8,5 

sehingga pH sampel tanah yang diteliti termasuk pH optimal. 

Pengukuran pH tanah penting untuk dilakukan karena pH dapat 

mempengaruhi kandungan nutrisi, toksisitas, serta struktur komunitas 

organisme tanah (Calvino & Baath, 2010). 

 

Tabel 4. Nilai rata-rata parameter fisikokimia rhizosfer yang terukur 

Parameter Fisiko-kimia Nilai 

pH 6,05 

Kadar Air (%) 1,00 

Bahan Organik (%) 0,30 

 

Kadar air sampel tanah rhizosfer yang didapatkan termasuk rendah. 

Tanah dengan kadar air di bawah 40% merupakan tanah yang 

kekurangan air (water stress). Rentang kadar air tanah adalah 10% 

hingga 50%. Kadar air tanah bervariasi pada jenis tanah maupun 

tanaman (Pitts, 2016). Penelitian Manurung dkk. (2015) menemukan 

bahwa kadar air 60% - 80% baik untuk pertumbuhan bibit karet yang 

diberi mikoriza asbuskular. Penelitian Setiadi dkk. (2016) juga 

menemukan bahwa tanah andisol dan inceptisol memiliki kadar air 7% 

hingga 10% dan rentang tersebut sudah optimal untuk pertumbuhan 

tanaman pada jenis tanah tersebut. Tanah pertanian yang produktif 

memiliki bahan organik tanah 3% hingga 6% dan bervariasi bergantung 

pada jenis tanah, kondisi lingkungan, dan tanaman yang ditanam. Kadar 

air dan bahan organik tanah yang rendah diduga disebabkan oleh 

kondisi lahan sorgum yang termasuk lahan marjinal (Fenton dkk., 2008).  

Defisiensi air merupakan masalah utama pada lahan kering. Lahan 

yang mengalami kekeringan memiliki struktur tanah yang mudah hancur. 

Tidak adanya suplai air juga menyebabkan tanah mengalami defisiensi 

nutrisi dan hal ini menyebabkan tanah kering memiliki bahan organik 
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yang rendah hingga di bawah 1,0 % (Zhang dkk., 2016). Jumlah bahan 

organik pada tanah dapat menentukan potensi tanah untuk dimanfaatkan 

sebagai lahan pertanian. Bahan organik dalam tanah mengalami 

perubahan kimiawi hingga menjadi humus yang kaya akan asam humat 

dan asam fulvat. Kedua senyawa organik ini memproduksi ion mineral 

(Mg
2+

, Ca
2+

, Fe
2+

, Fe
3+

) yang akan meningkatkan nutrisi tanah (Tan, 

2014; Tang dkk., 2014; Tiessen dkk., 1994). 

 

4.2  Populasi Bakteri Endofit dan Rhizosfer Sorgum 

Penghitungan jumlah sel bakteri penghasil IAA dan pelarut fosfat 

menggunakan metode TPC sedangkan penghitungan jumlah sel bakteri 

pemfiksasi nitrogen menggunakan metode MPN. Jumlah sel bakteri 

penghasil IAA pada rhizosfer dan endofit adalah 5,76 x 10
4
 cfu/g dan 

5,57 x 10
4
 cfu/g. Jumlah sel bakteri pelarut fosfat pada rhizosfer dan 

endofit adalah 4,03 x 10
4
 cfu/g dan 4,02 x 10

4
 cfu/g. Jumlah sel bakteri 

penghasil IAA dan pelarut fosfat pada rhizosfer dan endofit cenderung 

sama meskipun nilai tertinggi adalah pada rhizosfer. Hal yang berbeda 

didapatkan pada penghitungan jumlah sel bakteri pemfiksasi nitrogen 

dimana jumlah sel tertinggi ada pada sampel endofit yaitu 6,20 x 10
5
 

cfu/g (Gambar 3a dan 3b). Perbedaan ini diduga disebabkan oleh 

metode isolasi yang digunakan. Metode isolasi bakteri pemfiksasi 

nitrogen menggunakan medium nitrogen-free semi solid dengan tujuan 

melindungi bakteri pemfiksasi nitrogen dari oksigen sehingga dapat 

tumbuh pada kondisi tersebut. Oleh sebab itu, jumlah sel bakteri 

pemfiksasi nitrogen pada endofit lebih banyak dibandingkan rhizosfer.    

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Jumlah bakteri endofit dan rhizosfer pada bakteri penghasil 

IAA dan pelarut fosfat (a) serta bakteri pemfiksasi nitrogen 

(b) 

a b 
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Jumlah sel bakteri penghasil IAA lebih tinggi dibandingkan bakteri 

pelarut fosfat baik itu pada rhizosfer maupun endofit. Hal tersebut 

sesuai dengan hasil penelitian Patten & Glick (1996) yaitu sebanyak 

80% mikroorganisme tanah yang diisolasi dari rhizosfer pertanian 

memiliki kemampuan untuk mensintesis dan memproduksi IAA. 

Katiyar & Goel (2003) juga menyatakan bahwa kelimpahan bakteri 

pelarut fosfat pada tanah bergantung pada spesies tumbuhan, komposisi 

mikroorganisme tanah, dan kondisi tanah. Hal ini berlaku pula untuk 

kelompok bakteri lainnya, kelimpahan bakteri pada tanah bervariasi 

antar kelompok bakteri dan tanah yang diteliti (Chabot dkk., 1993).  

Tingginya jumlah sel bakteri pemfiksasi nitrogen pada sampel 

endofit berkaitan dengan kerja enzim nitrogenase. Aktivitas fiksasi 

nitrogen oleh bakteri terjadi secara anaerob. Keberadaan oksigen akan 

menghambat kerja enzim nitrogenase karena kompleks enzim 

nitrogenase tersusun atas protein MoFe (molybdenum-iron). Protein Fe 

sangat sensitif terhadap oksigen (Postgate, 1998). Protein Fe pada 

Anabaena variabilis yang diberi oksigen dalam konsentrasi tinggi 

mengalami perubahan ukuran. Pada bakteri diazotrof, keberadaan 

oksigen akan memutuskan gugus 4Fe-4S dan menghambat transfer 

elektron. Terhambatnya transfer elektron akan menyebabkan kerja 

enzim nitrogenase terhambat sehingga aktifitas fiksasi nitrogen menurun 

(Bar & Or, 1994; Nomata dkk., 2006). 

Populasi bakteri pada rhizosfer lebih tinggi dibandingkan endofit 

diduga disebabkan oleh perbedaan jumlah nutrisi pada kedua sampel. 

Pada rhizosfer terdapat senyawa-senyawa organik yang berasal dari akar 

tanaman yang dimanfaatkan oleh bakteri untuk pertumbuhannya. Selain 

dari akar tanaman, tanah juga mendapatkan nutrisi dari lingkungan luar 

seperti air dan pupuk sehingga lebih kaya akan nutrisi (Gaiero dkk., 

2013). Penelitian Mesa dkk. (2017), menunjukkan bahwa komunitas 

bakteri rhizosfer Betula celtiberica  lebih tinggi dibandingkan endofit. 

Menurut Tian & Zhang (2017). tingginya diversitas bakteri rhizosfer 

disebabkan karena tanah kaya akan nutrisi karbon yang disekresikan 

oleh tumbuhan.  

 

4.3 Potensi Isolat dalam Produksi IAA 

Sebanyak 42 isolat yang diduga dapat memproduksi IAA telah 

diisolasi dari sampel rhizosfer (22 isolat) dan endofit (20 isolat). Seleksi 

isolat dalam produksi IAA dilakukan menggunakan membran 
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nitroselulosa serta reagen Salkowski. Lima isolat dari rhizosfer dan 

enam isolat dari endofit diketahui dapat memproduksi IAA. Indikasi 

isolat mampu memproduksi IAA terdapat perubahan warna membran 

nitroselulosa dari putih menjadi kemerahan. Warna merah yang 

terbentuk pada membran nitroselulosa untuk masing-masing isolat 

berbeda-beda. Hal ini diduga disebabkan derajat difusi masing-masing 

bakteri yang berbeda. Terdapat empat isolat yaitu R239, R334, E244, 

dan E233 yang diduga dapat menghasilkan IAA (Tabel 5). Keempat 

isolat tersebut selanjutnya diuji potensi produksi IAA secara kuantitatif. 

 

Tabel 5. Kemampuan produksi IAA masing-masing isolat berdasarkan  

               perubahan warna membran nitroselulosa 

Jenis Isolat Warna Membran 

R236 + 

R348 + 

R251 + 

R239 +++ 

R334 +++ 

E244 ++ 

E232 + 

E233 +++ 

E314 + 

E213 + 

E231 + 
+ : bercak merah/ungu; ++ : ungu pudar; +++: ungu kemerahan 

 

Uji kuantitatif terhadap keempat isolat menunjukkan adanya 

perbedaan kemampuan produksi IAA pada masing-masing isolat. Isolat 

E244 menghasilkan IAA dengan konsentrasi tertinggi pada jam inkubasi 

ke-48 dan 72 (Gambar 4). Konsentrasi IAA tertinggi dihasilkan oleh 

isolat E244 pada jam ke-72 yaitu 93,97±4,51 µg/mL sedangkan isolat 

E233 menghasilkan IAA tertinggi pada jam ke-24 dengan nilai 

49,58±3,61 µg/mL. Kedua isolat lainnya yaitu R239 dan R334 

menghasilkan IAA dengan kadar yang lebih rendah dari isolat E233 dan 

E244. Selain pengukuran konsentrasi IAA, dilakukan pula penghitungan 

jumllah sel hidup dari masing-masing isolat tersebut menggunakan 

metode TPC. Jumlah sel tertinggi isolat E244 pada jam ke-24 yaitu 

4,22±0,14 x 10
7
 cfu/g, diikuti isolat E233, R334, dan R239. Seluruh 

isolat menunjukkan peningkatan jumlah sel dari jam ke-0 sampai jam 
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ke-24. Pada jam ke-72, jumlah sel masing-masing isolat telah 

mengalami penurunan (Gambar 5).  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Konsentrasi IAA tertinggi yang didapatkan pada penelitian ini lebih 

tinggi apabila dibandingkan dengan konsentrasi IAA tertinggi yang 

diperoleh pada penelitian Sivasankari (2016). Pada penelitian tersebut 

penambahan prekursor triptofan sebanyak 5 µg/mL mampu 

menghasilkan IAA dengan konsentrasi 48,77 µg/mL. Pada penelitian ini, 

konsentrasi prekursor yang digunakan adalah sama yaitu 5 µg/mL, 

namun konsentrasi IAA yang dihasilkan oleh isolat E244 lebih tinggi 

yaitu 93,97±4,51 µg/mL sehingga dapat dikatakan isolat E244 unggul 

dalam memproduksi IAA.  

Produksi IAA bakteri dipengaruhi oleh beberapa faktor lingkungan 

seperti pH, temperatur, dan ketersediaan nutrisi. Bakteri menghasilkan 

IAA secara optimal pada pH 6 hingga 7. Nilai pH yang terlalu asam atau 

terlalu basa membuat produksi IAA oleh bakteri terhambat. Suhu 25°C 

hingga 28°C merupakan suhu optimal bagi bakteri untuk memproduksi 

IAA (Aphine & Jadhav, 2011). Pada penelitian ini, suhu yang 

digunakan sudah optimal karena merupakan suhu kamar dengan rentang 

suhu 25°C hingga 28°C. Selain itu, jumlah vitamin terlarut juga 

mempengaruhi produksi IAA oleh bakteri. Vitamin terlarut juga 

membantu proses biosintesis IAA pada bakteri sehingga jumlah vitamin 

Gambar 4. Konsentrasi IAA yang dihasilkan masing-masing isolat pada 

tiap jam inkubasi. Notasi uji beda diperoleh dari uji Tukey 

(p ≤ 0,05) 
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terlarut yang rendah menyebabkan produksi IAA menurun (Zakharova 

dkk., 2000).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Produksi IAA juga dapat dipengaruhi oleh gen pengkode enzim yang 

mengkatalis biosintesis IAA. Pada jalur biosintesis indole-3-pyruvic 

acid (IPyA), terdapat tiga enzim penting yang bekerja yaitu amino 

transferase, indole-3-pyruvate decarboxylase (IPDC), dan IAAId 

dehidrogenase. Enzim IPDC dikode oleh gen ipdC. Prinsen dkk. (1993) 

menemukan bahwa inaktivasi gen ipdC pada Azospirillum brasilense 

akan menurunkan produksi IAA hingga 90%. Terdapat pula gen-gen 

yang menginisiasi degradasi IAA seperti gen iaC, iaE, dan iaD pada 

Pseudomonas putida 1290 (Koga dkk., 1991; Scott dkk. 2013).  

 

4.4 Potensi Isolat dalam Pelarutan Fosfat 

Terdapat total 20 isolat bakteri pelarut fosfat yang berhasil diisolasi, 

sebanyak 10 isolat dari rhizosfer dan 10 isolat dari endofit. Berdasarkan 

uji semikuantitatif pelarutan fosfat, diketahui terdapat tiga isolat dengan 

indeks kelarutan fosfat tertinggi. Ketiga isolat tersebut yaitu E131, E222, 

dan E322 dengan indeks masing-masing sebesar 4,05±1,32, 3,98±0,42, 

dan 3,85±0,94. Ketiga isolat tersebut berasal dari sampel endofit. Tiga 

isolat lain berasal dari sampel rhizosfer dengan nilai indeks kelarutan 

fosfat tertinggi adalah R233, R221, dan R231 masing-masing sebesar 

3,43±0,90, 3,28±0,94, dan 3,23±0,43 (Gambar 6). Empat isolat terpilih 

Gambar 5. Dinamika jumlah sel pada masing-masing isolat di tiap jam 

inkubasi. 
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dengan indeks kelarutan fosfat tertinggi berdasarkan analisis statistik 

yaitu E131, E222, E322 dan R233 diuji kemampuan pelarutan fosfatnya 

secara kuantitatif. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Berdasarkan uji kuantitatif kemampuan pelarutan fosfat, kemampuan 

terbaik pelarutan fosfat isolat R233 paling baik dibandingkan ketiga 

isolat lainnya. Konsentrasi fosfat terlarut tertinggi dihasilkan oleh isolat 

R233 pada inkubasi 48 jam yaitu sebesar 14,02±2,41 µg/mL. 

Konsentrasi fosfat tertinggi yang dihasilkan isolat E131 dan E222 pada 

jam ke-72 dengan nilai masing-masing sebesar 8,02±1,40 µg.mL
-1

 dan 

10,66±4,23 µg/mL. Isolat E322 menghasilkan fosfat terlarut dengan 

konsentrasi tertinggi yaitu 9,86±1,23 µg/mL pada jam ke-48 (Gambar 7). 

Uji lanjutan ini menggunakan medium Pikovskaya broth yang telah 

diatur pH netral. Setelah diinkubasi, medium mengalami penurunan pH 

pada jam ke-0 hingga jam ke-24 lalu kembali meningkat pada jam ke-48. 

Pada jam ke-48 hingga jam ke-72, pH medium isolat R233, E131, dan 

E222 cenderung stasioner sedangkan pH medium isolat E322 

mengalami peningkatan.  

Keempat isolat pada uji semikuantitatif seluruhnya menunjukkan 

aktivitas pelarutan fosfat dengan adanya zona bening dengan isolat 

E131 yang memiliki indeks pelarutan fosfat tertinggi. Namun, hasil ini 

tidak berbanding lurus dengan hasil uji kuantitatif dimana isolat R233 

yang memiliki kemampuan pelarutan fosfat terbaik pada medium cair. 

Gambar 6. Indeks kelarutan fosfat masing-masing isolat. Notasi uji beda 

diperoleh dari uji Tukey (p ≤ 0,05) 
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Hal ini disebabkan karena perbedaan derajat difusi asam organik yang 

disekresikan oleh bakteri pada medium  yang  berbeda  (Nautiyal, 1999). 

Selain itu, konsentrasi fosfat yang dihasilkan isolat R233 mengalami 

penurunan setelah jam ke-48 dan pH medium konstan sehingga diduga 

isolat tersebut melarutkan fosfat melalui dua mekanisme yaitu 

asidifikasi dan enzimatis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hasil yang didapatkan pada penelitian ini sesuai dengan hasil 

penelitian Chen dkk. (2014). Pada penelitian tersebut, bakteri pelarut 

fosfat yang diuji yaitu Pantoea dispersa memiliki ukuran koloni yang 

kecil dengan zona bening yang sedikit pada medium padat namun 

mampu melarutkan fosfat pada medium cair dengan konsentrasi fosfat 

terlarut yang lebih tinggi dibandingkan isolat lainnya. Penurunan pH 

medium menjadi asam menandakan bahwa selama proses mineralisasi 

fosfat berlangsung, bakteri mensekresikan berbagai asam organik 

sehingga fosfat dapat larut dan mekanisme ini disebut asidifikasi. Selain 

melalui proses asidifikasi, bakteri dapat melarutkan fosfat melalui 

proses lainnya yaitu secara enzimatis, eksklusi proton, produksi EPS, 

dan produksi siderofor. Tidak terjadinya penurunan pH diduga 

Gambar 7. Konsentrasi fosfat terlarut masing-masing isolat pada tiap 

jam inkubasi. Grafik pada bagian atas menunjukkan 

perubahan pH medium Pikovskaya  pada tiap jam inkubasi 
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disebabkan karena bakteri melarutkan fosfat tidak melalui proses 

asidifikasi (Marra dkk., 2015). 

 

4.5 Potensi Fiksasi Nitrogen 

Sebanyak 26 isolat bakteri pemfiksasi nitrogen telah diisolasi dari 

sampel rhizosfer (13 isolat) dan endofit (13 isolat). Uji potensi fiksasi 

nitrogen didasarkan pada kemampuan masing-masing isolat dalam 

mengubah nitrogen (N2) menjadi amonia (NH3). Berdasarkan hasil uji 

kualitatif dengan menggunakan SERA Ammonium Test Kit, diketahui 

bahwa seluruh isolat menunjukkan perubahan warna yang hampir sama 

yaitu kuning (Tabel 6).  

 

Tabel 6. Kemampuan fiksasi nitrogen masing-masing isolat setelah 7  

              hari inkubasi pada suhu ruang 

Isolat 
Konsentrasi 

Amonium (mg/L) 
Isolat 

Konsentrasi 

Amonium (mg/L) 

R1-514 0 E1-614 0 

R1-544 0 E1-624 0 

R1-554 0 E1-634 0 

R1-623 0 E1-644 0 

R1-634 0 E2-514 0 

R2-514 0 E2-554 0 

R2-534 0 E2-624 0 

R2-623 0,5 E2-644 0 

R2-643 0 E3-614 0,5 

R3-514 0 E3-624 0 

R3-533 0 E3-634 0,5 

R3-544 0,5 E3-643 0 

R3-554 0 E3-654 0 

     

     Indikator warna kuning menandakan bahwa kandungan amonia pada 

supernatan adalah 0 mg/L. Supernatan yang diamati hampir seluruhnya 

berwarna kuning pekat sehingga konsentrasi amonia yang ada berkisar 

antara 0 mg/L hingga 0,5 mg/L. Terdapat empat isolat yang 

menunjukkan warna kuning paling pekat yaitu R2-623, R3-544, E3-614, 

dan E3-634. Keempat isolat tersebut dipilih untuk diuji lanjut. 

Uji kuantitatif keempat isolat yaitu R2-623, R3-544, E3-614, dan E3-

634 menunjukkan terdapat perbedaan konsentrasi amonia yang 

dihasilkan setelah inkubasi tujuh hari. Konsentrasi amonia yang 
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dihasilkan isolat R3-544 lebih tinggi dibandingkan isolat lainnya yaitu 

2,83±0,68 µg/mL. Berdasarkan hasil analisis statistik, nilai tersebut 

tidak berbeda nyata dengan konsentrasi amonia yang dihasilkan isolat 

lainnya (Gambar 8).   

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Laju fiksasi nitrogen secara biologis paling baik pada bakteri 

simbiotik. Aktivitas fiksasi nitrogen pada bakteri tidak lepas dari peran 

enzim nitrogenase. Enzim nitrogenase sensitif terhadap oksigen dimana 

enzim tidak aktif bekerja jika terdapat oksigen, hal ini yang 

menyebabkan bakteri endofit/simbiotik lebih baik dalam memfiksasi 

nitrogen. Beberapa genus bakteri non-simbiotik (bakteri rhizosfer) 

seperti Azotobacter, Azomonas, Beijerinckia, dan Derxia memiliki 

mekanisme pembentukan matriks ekstraselular untuk mengatur keluar-

masuknya oksigen sehingga tidak mengganggu kerja enzim nitrogenase. 

Bakteri simbiotik (bakteri endofit) melakukan aktivitas fiksasi nitrogen 

di bawah kondisi anaerobik (Dalton, 1980; Hallman dkk., 1997). 

Interaksi antara tumbuhan dengan bakteri dapat terjadi dalam bentuk 

simbiotik, endofitik, asosiatif, maupun free-living. Bakteri endofit 

mengkolonisasi akar dan lebih tahan terhadap habitatnya sehingga 

cocok untuk dijadikan kandidat inokulum plant growth promoting. 

Tidak seluruh bakteri endofit merupakan bakteri simbiotik. Bakteri 

endofit non-simbiotik mengkolonisasi bagian intraseluler pada jaringan 

tumbuhan. Bagian tersebut mengandung karbohidrat, asam amino, dan 

nutrisi inorganik. Nodul akar merupakan bentuk interaksi simbiotik 

Gambar 8. Konsentrasi amonia masing-masing isolat setelah inkubasi 

selama tujuh hari. Notasi uji beda diperoleh dari uji Tukey (p 

≤ 0,05) 
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antara akar tanaman dengan bakteri Rhizobiaceae pada tanaman legum 

(Bacon & Hinton, 2006). 

 

4.6    Tipe Interaksi Isolat Unggul 

     Uji interaksi dilakukan untuk menentukan tipe interaksi antara isolat 

yang terpilih. Keempat isolat bakteri pemfiksasi nitrogen yaitu R2-623, 

R3-544, E3-614, dan E3-634 pada uji potensi fiksasi nitrogen 

menghasilkan konsentrasi amonia yang tidak berbeda nyata berdasarkan 

analisis statistik. Hal tersebut mengindikasikan bahwa keempat isolat 

memiliki kemampuan yang sama dalam memfiksasi nitrogen sehingga 

keempat isolat dipilih untuk dilakukan uji interaksi. 

     Uji interaksi dilakukan antara keempat isolat bakteri pemfiksasi 

nitrogen (R2-623, R3-544, E3-614, dan E3-634) dengan isolat unggul 

penghasil IAA (E244) dan pelarut fosfat (R233). Seluruh isolat tidak 

menunjukkan adanya zona hambat setelah inkubasi 24 jam. Hal ini 

menandakan bahwa tidak ada interaksi antagonis antar isolat sehingga 

seluruh isolat tersebut memungkinkan untuk digunakan bersama.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.7 Identifikasi Isolat Potensial 

Isolat bakteri penghasil IAA E244, isolat bakteri pelarut fosfat R233, 

dan isolat bakteri pemfiksasi nitrogen R3544 dipilih untuk diidentifikasi 

secara molekuler berdasarkan sekuen 16S rDNA. Berdasarkan analisis 

filogenetik, isolat E244 memiliki kekerabatan paling dekat dengan 

Enterobacter cloacae RCB680 dengan persentase similaritas tertinggi 

Gambar 9. Interaksi isolat bakteri pemfiksasi nitrogen dengan isolat 

bakteri penghasil IAA (E244) dan bakteri pelarut fosfat 

(R233) 
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99,90% (Gambar 10). Isolat R233 memiliki kekerabatan paling dekat 

dengan Pantoea dispersa dengan persentase similaritas tertinggi 96,38% 

(Gambar 11). Isolat R3-544 memiliki kekerabatan paling dekat dengan 

Leclercia decarboxylata 60ft2 dengan persentase similaritas tertinggi 

99,80% (Gambar 12). Bentuk sel serta jenis Gram masing-masing isolat 

yang teridentifikasi adalah berbentuk batang (basil) dan merupakan 

bakteri Gram negatif. Seluruh isolat yang teridentifikasi berada dalam 

satu famili yaitu Enterobacteriaceae. 

Enterobacter cloacae merupakan bakteri Gram negatif dengan 

bentuk sel basil dan merupakan jenis bakteri dari genus Enterobacter 

yang banyak dikenal. Pada penelitian Khalifa dkk. (2016), Enterobacter 

cloacae yang diisolasi dari nodul akar Alfalfa (Medicago sativa) dapat 

memacu pertumbuhan tanaman melalui pelarutan fosfat, produksi IAA 

dan asetoin. Asetoin merupakan senyawa yang dapat menginduksi 

resistensi tanaman terhadap fitopatogen. Biosintesis IAA oleh 

Enterobacter cloacae dilakukan melalui jalur indole-3-pyruvic acid 

(Koga dkk., 1991).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keberadaan Enterobacter cloacae sangat luas di alam. Spesies 

tersebut dapat ditemukan pada jaringan tanaman, rhizosfer, maupun 

saluran pencernaan manusia. Pada kondisi aerob, Enterobacter cloacae 

akan memproduksi IAA untuk memacu pertumbuhan tanaman. 

Sebaliknya, pada kondisi anaerob seperti saluran pencernaan, spesies 

Gambar 10. Pohon filogeni menurut algoritma Neighbor Joining yang 

menunjukkan kekerabatan antara strain-strain bakteri 

acuan dengan isolat E244 berdasarkan sekuen 16S rDNA 
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tersebut dapat bersifat patogen (Hinton & Bacon, 1995; Liu dkk., 2012; 

Regli & Pages, 2015). Enterobacter cloacae dapat menyebabkan infeksi 

nosokomial pada manusia. Infeksi nosokomial merupakan infeksi 

mikroorganisme patogen dari rumah sakit (Jonas dkk., 2007).     

Isolat R233 yang teridentifikasi sebagai Pantoea dispersa memiliki 

nilai similaritas yang sama terhadap beberapa strain, tidak spesifik pada 

satu strain. Hal ini diduga disebabkan karena hasil sekuensing yang 

kurang bagus atau metode identifikasi yang dipilih. Menurut Patel 

(2001), identifikasi bakteri berdasarkan sekuen 16S rDNA bisa jadi 

kurang dapat menentukan secara sempurna perbedaan sekuen secara 

keseluruhan antar bakteri sehingga perbedaan antar strain yang dipilih 

tidak begitu terlihat. Salah satu metode identifikasi bakteri yang dapat 

menentukan perbedaan sekuen secara akurat adalah menggunakan uji 

reasosiasi DNA-DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pantoea dispersa merupakan bakteri Gram negatif dengan bentuk sel 

batang. Spesies ini termasuk dalam famili Enterobacteriaceae. Pantoea 

dispersa banyak ditemukan pada rhizosfer tanaman maupun lingkungan 

akuatik. Pada manusia, Pantoea dispersa diketahui merupakan 

penyebab sepsis neonatal yaitu infeksi pada bayi yang baru lahir. 

Beberapa spesies dari genus Pantoea diketahui merupakan patogen pada 

tanaman namun ada pula yang dapat berperan sebagai pemacu 

Gambar 11. Pohon filogeni menurut algoritma Neighbor Joining yang 

menunjukkan kekerabatan antara strain-strain bakteri acuan 

dengan isolat R233 berdasarkan sekuen 16S rDNA 
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pertumbuhan tanaman (Mehar, dkk., 2013; Walterson & Stavrinides, 

2015). Chen dkk. (2014) pada penelitiannya menunjukkan bahwa 

Pantoea dispersa yang diisolasi dari akar singkong mampu melarutkan 

fosfat. 

Leclercia adecarboxylata merupakan bakteri Gram negatif dengan 

bentuk sel basil. Sebelumnya, spesies ini dikenal sebagai Escherichia 

adecarboxylata dan keberadaannya banyak ditemukan di alam 

khususnya lingkungan perairan. Leclercia adecarboxylata diketahui 

merupakan patogen penyebab infeksi lapisan dalam jantung dan infeksi 

kulit pada manusia yang terpapar air dari lingkungan (Hess dkk., 2008; 

Keren dkk., 2014; Stock dkk., 2004). Tam & Nayak (2012) dalam 

penelitiannya mengisolasi Leclercia adecarboxylata yang menyebabkan 

nekrosis pada kulit seorang pasien yang terluka akibat banjir. Laili dkk. 

(2017) pada penelitiannya mengisolasi Leclercia adecarboxylata dari 

akar stroberi dan dari hasil uji kemampuan sebagai pemacu 

pertumbuhan tanaman, spesies tersebut dapat memfiksasi nitrogen, 

menghasilkan IAA, melarutkan fosfat, memproduksi enzim selulase, 

dan siderofor. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

     Identifikasi bakteri berdasarkan sekuen 16S rDNA merupakan 

metode identifikasi bakteri universal. Sekuen 16S rDNA ada pada 

seluruh jenis bakteri dan merupakan sekuen yang tidak mudah 

mengalami perubahan (conserve). Adapun perubahan yang terjadi 

Gambar 12. Pohon filogeni menurut algoritma Neighbor Joining yang 

menunjukkan kekerabatan antara strain-strain bakteri acuan 

dengan isolat R3-544 berdasarkan sekuen 16S rDNA 
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merupakan perubahan acak sehingga tidak mempengaruhi sekuen secara 

keseluruhan. Selain itu, panjang sekuen 16S rDNA yaitu 1500bp cukup 

untuk analisis bioinformatika (Patel, 2001). Jika sekuen bakteri 

memiliki persentase similaritas yang mencapai 97% atau lebih maka 

bakteri tersebut tergolong berkerabat dekat atau dapat dikatakan spesies 

yang sama. Suatu bakteri dapat dikatakan merupakan strain yang sama 

jika sekuennya memiliki nilai similaritas 99% atau lebih (Stackebrant & 

Goebel, 1994). 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Kesimpulan dari penelitian ini adalah : 

1. Sebanyak 24 isolat penghasil IAA, 20 isolat pelarut fosfat, dan 20 

isolat pemfiksasi nitrogen telah didapatkan. Hasil uji kuantitatif 

produksi IAA tertinggi ditunjukkan oleh isolat E244 (93,97±4,51 

µg/mL), pelarutan fosfat tertinggi oleh isolat R233 (14,02±2,41 

µg/mL), dan fiksasi nitrogen tertinggi oleh isolat R3-544 

(2,83±0,68 µg/mL). 

2. Isolat E244, R233, dan R3-544 secara berurutan teridentifikasi 

sebagai Enterobacter cloacae RCB680 (99,90%), Pantoea dispersa 

(96,38%), dan Leclercia adecarboxylata 60ft2 (99,80%). 

3. Tidak ada antagonisme antara isolat bakteri pemfiksasi nitrogen 

(R2-623, R3-544, E3-614, E3-634), isolat penghasil IAA E244 dan 

isolat pelarut fosfat R233. 

 

5.2 Saran 

1. Perlu dilakukan pengukuran total nutrisi sampel tanah sehingga 

dapat dihubungkan dengan jumlah bakteri yang didapatkan pada 

penelitian ini. 

2. Perlu dilakukan uji silang kemampuan plant growth promoting 

pada setiap isolat unggul untuk mengetahui apakah isolat memiliki 

kemampuan multifungsi. 

3. Identifikasi isolat R233 perlu dispesifikkan untuk menentukan 

similaritas terdekat dengan strain tertentu.  

4. Ketiga isolat yang teridentifikasi merupakan patogen pada manusia 

sehingga perlu dilakukan uji patogenitas. 
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