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Kopi (Coffea sp.) berperan penting dalam sektor perekonomian secara global. 

Universitas Brawijaya Forest (UB Forest) mengelola dan mengembangkan kopi sebagai 

produk utaman. Produksi kopi dari tahun ke tahun mengalami penurunan disebabkan oleh 

faktor kesuburan tanah dan cuaca yang kurang mendukung. Intensifikasi produksi kopi di UB 

Forest dilakukan dengan memanfaatkan pupuk organik sebagai penyubur tanah perkebunan 

kopi namun memerlukan proses yang cukup lama untuk mengembalikan kesuburan tanah. 

Alternatif untuk mengatasi permasalahan ini yaitu dengan memanfaatkan mikrobia tanah 

rhizosfer tanaman kopi sebagai agen biofertilizer penghasil hormon IAA, pemfiksasi N2, dan 

pelarut fosfat untuk mendukung pertumbuhan tanaman. Aktivitas bakteri tersebut kemudian 

dapat dimanfaatkan sebagai pelengkap nutrisi pupuk organik. Oleh karena itu isolasi, analisis 

keragaman, uji potensi, dan identifikasi bakteri tanah rhizosfer yang berperan sebagai agen 

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) perlu diteliti guna mendukung sistem 

perkebunan kopi berkelanjutan, produktivitas tinggi, dan ramah lingkungan. 

Tujuan penelitian ini untuk menganalisis pengaruh parameter lingkungan terhadap 

bakteri rhizosfer, mempelajari struktur komposisi bakteri rhizosfer, potensi bakteri rhizosfer 

sebagai kandidat PGPR dalam menambat nitrogen, melarutkan fosfat, memproduksi Indole 

Acetic Acid (IAA), dan mengidentifikasi isolat yang berpotensi tertinggi sebagai agen PGPR 

berdasarkan sekuen 16S rDNA. Penelitian ini meliputi analisis fisikokimia tanah, analisis 

metagenomik 16S rDNA bakteri tanah, isolasi bakteri rhizosfer kandidat PGPR, uji 

kemampuan isolat bakteri rhizosfer sebagai agen PGPR, dan identifikasi isolat terpilih. Isolat-

isolat PGPR diisolasi menggunakan metode seri pengenceran secara pour plate dalam media 

TSA, Nfb dan Pikovskaya, secara berurutan untuk penghasil IAA, penambat nitrogen, dan 

pelarut fosfat. Densitas setiap isolat kandidat PGPR dienumerasi secara TPC dan dianalisis 

indeks diversitas bakteri kandidat PGPR dari setiap sampel. Data parameter lingkungan, 

diversitas dan densitas isolat kandidat PGPR dianalisis multivariat (PCA) untuk menentukan 

hubungan parameter lingkungan dan densitas isolat kandidat PGPR. Setiap isolat kandidat 

PGPR diuji potensinya sebagai penghasil IAA, penambat nitrogen, dan pelarut fosfat. 

Konsentrasi hormon IAA diukur secara kolorimetri dengan uji Salkowski, konsentrasi 

amonium secara kolorimetri diukur dengan Sera Ammonia Test Kit dan Reagen Nessler, 

sedangkan konsentrasi fosfat diukur secara kolorimetri dengan Reagen Amoniummolibdat 

dan asam Klorostan. Potensi setiap isolat kandidat PGPR dalam menghasilkan IAA, 

menambat nitrogen, dan melarutkan fosfat diuji menurut percobaan Rancangan Acak 

Lengkap (RAL) dengan tiga kali ulangan. Data dianalisis ragam menggunakan program 

Windows SPSS software v. 20. Isolat PGPR unggul diidentifikasi berdasarkan similaritas 

sekuen 16S rDNA hasil amplifikasi dengan primer 27f (5’-GAG AGT TTG CTG GCT CAG-

3’) dan 1429r (5’-CTA CGG CTA TGT TAC GA-3’).  

Berdasarkan analisis korelasi Pearson dan multivariat bahwa parameter lingkungan 

seperti rasio C/N dan bahan organik yang tinggi memengaruhi peningkatan densitas dan 

indeks diversitas bakteri kandidat PGPR sedangkan faktor N-total, diameter pohon dan 
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ketinggian tempat yang rendah berdampak pada peningkatan densitas bakteri kandidat PGPR. 

Faktor P-tersedia yang minimal dapat menstimulasi peningkatan densitas bakteri penghasil 

IAA dan penambat nitrogen. Namun, pH tanah yang semakin meningkat hanya meningkatkan 

densitas bakteri pelarut fosfat di rhizosfer tanah kopi. Berdasarkan analisis metagenomik 16S 

rDNA bakteri tanah, struktur komunitas bakteri rhizosfer tanaman kopi Robusta dan Arabika 

masing-masing memiliki kelimpahan Filum Proteobacteria (49,27% dan 39%), Kelas 

Alphaproteobacteria (30,1% dan 42,9%), Ordo Rhizobiales (26,8% dan 17,0%), Famili 

Xanthobacteraceae (12,5% dan 7,5%), Genus Bradyrhizobium (3,1% dan 6,1%) dan Spesies 

Bradyrhizobium elkanii (62,5% dan 75,0%). Indeks diversitas bakteri rhizosfer tanaman kopi 

Arabika dan Robusta masing-masing 0,990 dan 0,995 dikategorikan sebagai diversitas yang 

tinggi. Berdasarkan konstruksi filogenetik, isolat bakteri PGPR potensial S1.6.3.2 (Robusta) 

dan W2.4.4.1 (Arabika) secara berurutan menghasilkan IAA 104,6 µg/mL dan 88,12 µg/mL. 

Isolat bakteri potensial penambat nitrogen adalah W1.2 (Arabika) dan S3.4.2 (Robusta) 

secara berurutan mampu menghasilkan amonium 21,54 µg/mL dan 2,07 µg/mL. Isolat bakteri 

W3.5 (Arabika) dan S1.3.1 (Robusta) mampu melarutkan fosfat masing-masing 4,5 µg/mL 

dan 2,3 µg/mL.  Isolat terpilih sebagai kandidat PGPR S1.6.3.2 dan S1.3.1 teridentifikasi 

Bacillus subtilis DSM 10
T
, isolat W1.2 merupakan Bacillus methylotropicus SY2, isolat 

S3.4.2 sebagai Bacillus wiedmannii FSL W8-0169, isolat W3.5 sebagai Pseudomonas putida 

S18, sedangkan isolat  W2.4.4.1 sebagai Bacillus sp. W2.4.4.1. Hasil identifikasi isolat hanya 

ditemukan genus Pseudomonas sebesar 2-2,5% dan genus Bacillus sebesar 0,6-1,2% 

berdasarkan analisis metagenomik 16S rDNA tanah. Informasi jenis bakteri yang melimpah 

berdasarkan metode isolasi dan analisis metagenomik dapat dijadikan acuan untuk 

mengoleksi berbagai jenis bakteri PGPR dari rhizosfer tanah kopi Robusta dan Arabika guna 

memperoleh kandidat bakteri PGPR terbaik yang dapat dikembangkan menjadi biofertilizer 

tanaman kopi di UB Forest. 
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       SUMMARY 

       Exploration of Coffee Plantation Rhizospheric Bacteria in UB Forest Agroforestry 

 Malang District as Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) Agent 

 

Ervinda Yuliatin, Tri Ardyati, Suharjono 

Biology Master Program, Biology Department, Faculty of Mathematics and Natural Sciences,  

Universitas Brawijaya 

2020 

 

Coffee (Coffea sp.) has an important role in the economic sector in global countries. As 

the fourth rate of coffee production in the world, Indonesia, especially in East Java. 

Universitas Brawijaya Forest (UB Forest) manage and develop the coffee plantation as 

primary product. The coffee production in UB Forest decreased because of climate change 

and soil fertility. Organic fertilizer was used to improve soil fertility, however the coffee 

production was not increase significantly. For solving this problem, rhizospheric soil bacteria 

such as  Indole Acetic Acid (IAA)-producing bacteria, nitrogen-fixing bacteria and 

phosphate-solubilizing bacteria could be applied to support plant growth. Therefore, isolation 

of bacteria, analysis of bacterial diversity, metagenomic analysis, potency assay and 

identification of selected  rhizosphere bacteria are necessary to investigate the indigenous 

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) candidates which is support biofertilizer 

information, sustainable coffee agroforestry (high productivity), and eco-friendly 

environment of the coffee plantation production.  

The aims of this study were to analyze the correlation between environmental factors 

and density also diversity index of rhizospheric bacteria of coffee plantation as PGPR 

candidates, to investigate the structure composition of rhizospheric bacteria, to performe the 

potency of rhizospheric bacteria for producing IAA, fixing nitrogen, and solubilizing 

phosphate, and to identify the selected rhizospheric bacteria as PGPR candidates based on 

16S rDNA sequencing. The steps of research were soil physicochemical analysis, 16S rDNA 

metagenomic analysing soil bacteria, isolation of rhizospheric bacteria, screening and 

identifying of selected rhizospheric bacteria. The PGPR was isolated using serial dilution and 

poured plate method on TSA, Nfb Agar, and Pikovskaya Agar medium for producing IAA, 

fixing nitrogen, and solubilizing phosphate respectively. The density of PGPR isolate 

candidates was enumerated by TPC and diversity index of PGPR isolate candidates was 

measured based on the morphological characteristics of bacteria. The environmental factors, 

density and diversity of PGPR isolate candidates were performed by multivariate analysis 

using PCA to determine their relationships. Each of PGPR isolates was screened its potency 

for IAA-producing, nitrogen-fixing and phosphate-solubilizing activity. IAA hormone 

consentration was measured by colorimetri method using Salkowski reagent, Ammonium 

was quatified by colorimetri method using Sera Ammonia Test Kit and Nessler Reagent, and 

Phosphate solubilizing were screened by Ammoniummolibdat Reagen and Chlorostand acid. 

These treatment were performed using completely randomized design (CRD) experiment 

with triplicates and the data analyzed using SPSS software v.20. The highest concentration of 

IAA-production, nitrogen-fixing and phosphate-solubilizing from PGPR isolates on both of 

rhizospheric coffee plantation of each screening were identified using the similarity of 16S 

rDNA sequencing using amplification primers such as 27f (5’-GAG AGT TTG CTG GCT 

CAG-3’) and 1429r (5’-CTA CGG CTA TGT TAC GA-3’).  

The results showed that based on Person Correlation and multivariate analysis, 

environmental factors such as C/N ratio and organic matter increased the density of PGPR 

bacteria. Otherwise, the minimum number of total-N, diameter of tree, water holding capacity 
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and altitude factors increased PGPR density. Other factors, phosphate-availability in small 

quantity decreased the density of IAA-producing and nitrogen-fixing bacteria and the higher 

of soil pH  incresed the density of phosphate solubilizing bacteria. Whereas, metagenomic 

soil analysis showed that the structure composition of rhizospheric bateria on Robusta and 

Arabica coffee soil performed the Phylum was Proteobacteria (49,27% dan 39%), the Class 

was Alphaproteobacteria (30,1% dan 42,9%), the Ordo was Rhizobiales (26,8% dan 17,0%), 

the Family was Xanthobacteraceae (12,5% dan 7,5%), the Genus was Bradyrhizobium (3,1% 

dan 6,1%) dan the Species was Bradyrhizobium elkanii (62,5% dan 75,0%) respectively. The 

diversity index of rhizospheric bacteria were 0,990 (Arabica) dan 0,995 (Robusta), showed 

the high diversity index on both rhizospheric coffee. The potency of S1.6.3.2 (Robusta) and 

W2.4.4.1 (Arabica) produced IAA-hormone 104.6 µg/mL and 88.12 µg/mL, W3.5 (Arabica) 

and S1.3.1 (Robusta) were able to dissolve phosphate 4.5 µg/mL and 2.3 µg/mL, while W1.2 

(Arabica) and S3.4.2 (Robusta) produced the ammonia up to 21.54 µg/mL and 2.07 µg/mL 

respectively. The PGPR selected isolates S1.6.3.2 and S1.3.1 were identified as Bacillus 

subtilis DSM 10
T
. Isolate W1.2, S3.4.2, W3.5, and W2.4.4.1 were Bacillus methylotropicus 

SY2, Bacillus wiedmannii FSL W8-0169, Pseudomonas putida S18, and Bacillus sp, 

respectively. Based on 16S rDNA metagenomic soil analysis result, the identification found 

population of Pseudomonas and Bacillus 2-2.5% and 0.6-1.2% respectively. It was small 

quantity rather than Bradirhizobium elkanii abundant almost 60-75% in the rhizospheric soil. 

Further, both methods culturing and metagenomic analysis can be helpful for exploring and 

collecting the PGPR bacteria from rhizospheric soil Robusta and Arabica coffee. It will be 

useful to develop the biofertilizer for improving the coffee plantation production in UB 

Forest.  
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BAB I 

PENDAHULUAN 
 

1.1 Latar Belakang 

Kopi berperan secara signifikan dalam ekonomi global bagi sekitar 80 negara (Musoli 

dkk., 2009) dan sebagai mata pencaharian sekitar 125 juta penduduk di Amerika Latin, 

Afrika, dan Asia (Osorio, 2002). Tantangan produksi kopi dunia yang berkembang sejak 

lebih 50 tahun lalu adalah biaya produksi meningkat disebabkan oleh dampak negatif 

perubahan iklim dan tingginya serangan hama dan penyakit terhadap produksi kopi 

(International Coffee Organization, 2014). Tahun 2050, dunia akan membutuhkan jumlah 

kopi dua kali lipat sedangkan lahan yang tersedia akan mengalami penurunan hingga 

separuhnya. Kopi sebagai komoditas pertanian menghadapi krisis sehingga diperlukan 

dukungan dari industri kopi agar dapat mengatur dan menentukan produksi kopi yang 

berkualitas di masa depan (World Coffee Research, 2017).  

Di Indonesia, kopi menjadi sumber tanaman potensial dalam sektor perekonomian. 

Hal ini didukung juga dengan tradisi dan budaya serta kesadaran masyarakat Indonesia 

mengonsumsi kopi menyebabkan adanya peningkatan konsumen. Produsen kopi terbesar 

ketiga di Jawa Timur berada di Kabupaten Malang. Selain Dampit sebagai produsen kopi 

terbesar di Malang, Hutan UB Forest mengelola tanaman dan produksi kopi berbasis 

hutan dan ramah lingkungan. Sejak tahun 2017-2018 produksi kopi menurun disebabkan 

oleh curah hujan tinggi dan kesuburan tanah menurun di seluruh Indonesia termasuk di 

UB Forest. Peneliti di UB Forest sedang giat melakukan penelitian terkait kesuburan 

tanah, produksi dan pengolahan hasil kopi yang ditanam secara organik. Hal ini 

dikarenakan oleh kesuburan tanah merupakan parameter penting dalam pengelolaan 

agroekosistem untuk memeroleh produktivitas secara berkelanjutan. Penilaian kualitas, 

kesehatan, dan kesuburan tanah dapat menggunakan indikator mikrobiologi. Indikator ini 

diperankan oleh mikroba tanah yang mampu mendeteksi secara dini perubahan kualitas 

tanah. Mikroba tanah tersebut yaitu bakteri rhizosfer yang berperan dalam meningkatkan 

kesuburan tanah dan produktivitas tanaman. Keberadaan bakteri menjadi faktor penting 

bagi tanaman karena memengaruhi ketersediaan unsur hara tanaman. Berdasarkan 

peranan tersebut, maka bakteri rhizosfer disebut sebagai Plant Growth Promoting 

Rhizobacteria (PGPR) (Verma dkk., 2010; Moe, 2013). Bakteri PGPR hidup bersaing 

dengan bakteri patogen dan mampu mengkoloni akar tanaman, dapat bertindak sebagai 

biofertilizer, dan biopestisida (Kumar dkk., 2011; Amutha dkk., 2014).iBakteri PGPR 
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diprediksi dapat menjadi alternatif mengatasi permasalahan penurunan produktivitas kopi 

karena kesuburan tanah yang rendah.  

Biofertilizer sebagai produk PGPR menjadi alternatif pengganti pupuk kimiawi yang 

ramah lingkungan. Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa biofertlizer meningkatkan 

20-30 % hasil panen dan dapat menggantikan pupuk N dan P sintetik sebesar 25 %.  

Bakteri PGPR yang berperan antara lain, Azotobacter sp.,  Pseudomonas sp., dan Bacillus 

sp. (Amutha dkk., 2014). Keberadaan bakteri PGPR di tanah berperan sebagai perantara 

untuk memproduski senyawa-senyawa bagi pertumbuhan tanaman antara lain hormon 

IAA, merlarutkan fosfat, dan menambat nitrogen. Aktivitas metabolisme bakteri PGPR 

berdampak positif bagi lingkungan karena meningkatkan ketersediaan nutrisi pada 

tanaman dan menjaga stabilitas kesuburan tanah (Barriuso dkk., 2008). Penelitian 

sebelumnya telah mengevaluasi pertumbuhan akar bibit Kopi Arabika di India 

menggunakan konsorsium bakteri PGPR yang terdiri dari Pseudomonas fluorescens, 

Bacillus megaterium, dan Azospirillum telah memberikan pengaruh positif pada 

pertumbuhan akar (De Bashan dkk., 2008; Ines dkk., 2014; Srigandha dkk., 2017).  

Informasi pemanfaatan bakteri PGPR sebagai pendukung pertumbuhan tanaman kopi 

di Indonesia terutama di UB Forest Karangploso, Malang belum diketahui sehingga 

penting untuk dilakukan penelitian dan kajian khusus terkait bakteri rhizosfer yang 

berasosiasi dengan tanaman kopi sebagai agen PGPR. Selain untuk memeroleh bakteri 

indigenus rhizosfer kopi, juga diharapkan hasil penelitian ini dapat berkontribusi dalam 

mendukung agroforestri kopi secara berkelanjutan, ramah lingkungan, dan produktivitas 

tinggi. Penelitian ini mengeksplorasi bakteri rhizosfer indigenus yang berpotensi sebagai 

agen PGPR dan teradaptasi dengan lahan di UB Forest. 

 

1.1 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka dapat dirumuskan masalah yang dikaji 

dalam penelitian ini yaitu: 

1. Bagaimana pengaruh parameter lingkungan terhadap densitas dan diversitas bakteri 

kandidat PGPR di tanaman kopi di UB Forest? 

2. Bagaimana struktur komunitas dan diversitas bakteri rhizosfer kopi berdasarkan 

analisis metagenomik 16S rDNA bakteri tanah? 

3. Bagaimana potensi bakteri kandidat PGPR dalam menambat nitrogen, melarutkan 

fosfat, dan menghasilkan Indole Acetic Acid (IAA)? 



3 

 

4. Spesies bakteri kandidat PGPR apakah yang memiliki potensi tinggi sebagai agen 

PGPR dari tanaman kopi berdasarkan sekuen 16S rDNA? 

1.2 Tujuan Penelitian 

Adapun tujuan penelitian ini yaitu: 

1. Menganalisis pengaruh parameter lingkungan terhadap densitas dan diversitas bakteri 

kandidat PGPR di tanaman kopi di UB Forest. 

2. Mempelajari struktur komunitas dan diversitas bakteri rhizosfer kopi berdasarkan 

analisis metagenomik 16S rDNA bakteri tanah. 

3. Mempelajari potensi bakteri kandidar PGPR dalam menambat nitrogen, melarutkan 

fosfat, dan menghasilkan Indole Acetic Acid (IAA). 

4. Mengidentifikasi bakteri kandidat PGPR yang berpotensi tinggi sebagai agen PGPR 

tanaman kopi berdasarkan sekuen 16S rDNA. 

1.3 Manfaat Penelitian 

Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini antara lain: 

1. Dengan diketahuinya diversitas PGPR dan pengaruh lingkungan terhadap densitas 

bakteri rhizosfer di UB Forest dapat digunakan sebagai biomarker untuk 

mengevaluasi kesehatan dan kualitas tanah. 

2. Strain PGPR yang diperoleh dapat dimanfaatkan sebagai biofertilizer untuk 

memperbaiki kesuburan tanah dan produktivitas tanaman kopi di UB Forest. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1  Potensi dan Produksi Tanaman Kopi  

Kopi merupakan komoditas utama dan strategis tanaman tahunan perkebunan 

Indonesia. Budidaya tanaman kopi berkembang pesat di wilayah tropis dan subtropis 

seperti Amerika Selatan, Afrika, dan Asia Tenggara. Indonesia menduduki rangking 

empat sebagai produsen dan mengekspor kopi terbesar di dunia pada musim tanam tahun 

2016-2017 sebanyak secara berurutan 11.491.000 ton dan 6.891.000. Luas lahan 

perkebunan kopi di Indonesia  sebesar 933 ha (Robusta) dan 307 ha (Arabika). Namun, 

sebanyak  90 % perkebunan kopi dibudidayakan oleh petani yang memiliki perkebunan 

relatif kecil yaitu 1-2 hektar. Indonesia tidak memiliki perkebunan kopi yang besar 

sehingga terkendala dalam mempertahankan jumlah produksi dan kualitas kopi. Oleh 

sebab itu, kopi membutuhkan inovasi produksi agar dapat bersaing di pasar internasional 

(Indonesia Investments, 2017).  

Produksi kopi di Indonesia mengalami fluktuasi pada periode 2003-2012 kemudian 

perkembangan produksinya cenderung mengalami stagnansi. Produksi kopi Indonesia 

pada tahun 2017 mencapai 1.792.724 ton, luas areal 1.179.769 ha dengan rata-rata 

produksi 692 Kg/ha. Berdasarkan data kategori provinsi dan status pengusahaan kopi 

tahun 2015 menunjukkan bahwa produksi Kopi Robusta di Jawa Timur mencapai 50.009 

ton dengan luas area 84.178 ha sedangkan produksi Kopi Arabika 15.953 ton dengan luas 

area 13.320 ha (Dirjen Perkebunan, 2016). Menurut Kementrian Pertanian (2016) 

Kabupaten Malang merupakan sentra produksi Kopi Robusta perkebunan rakyat yang 

mampu memproduksi kopi tertinggi sebesar 30,60 % dibandingkan daerah lainnya di 

Jawa Timur (Gambar 1). Jumlah produksi kopi di Kabupaten Malang pada tahun 2016 

mencapai 17.547 ton.  

 

 

 

 

 

 

     

 Sumber: Kementrian pertanian (2016) 

Gambar 1. Kabupaten sentra produksi Kopi Robusta perkebunan rakyat di Jawa Timur 
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Faktor curah hujan yang tinggi menurunkan ekspor kopi pada tahun 2017-2018 

sebesar 20 %, sedangkan permintaan biji kopi di pasar semakin meningkat (Indonesia 

Investments, 2017). Inovasi olahan kopi semakin giat dikembangkan oleh para petani dan 

peneliti untuk mendapatkan jumlah produksi stabil dan pengolahan produksi kopi yang 

berkualitas. Sejak 60 tahun terakhir, kopi semakin digemari oleh berbagai kalangan 

masyarakat. Menurut Gulland (2017) dan Mei (2018) mengonsumsi kopi sebanyak tiga 

cangkir atau 708 mL/hari dapat mengurangi risiko penyakit jantung koroner. Selain 

karena faktor kesehatan, cita rasa kopi yang semakin bervariasi menarik simpati anak 

muda untuk berkreasi dan berinovasi dengan kopi.  

Kajian terbaru terkait kopi yaitu budidaya kopi secara intensif untuk meminimalisir 

dampak kerusakan lingkungan yang berisiko pada kesehatan manusia dan menurunnya 

biodiversitas (Caldwell dkk., 2015). Hal ini menunjukkan bahwa kopi memiliki prospek 

ekonomi di masa depan. Pemanfaatan dan pengelolaan budidaya tanaman kopi yang tepat 

guna, akan mendorong majunya produksi kopi lokal secara global. Kondisi ini tentu akan 

berpotensi meningkatkan pendapatan perekonomian negara. Pengembangan terbaru 

mengenai sistem penanaman kopi secara organik dengan melibatkan mikroba tanah 

diketahui dapat memberikan dampak positif untuk pertumbuhan tanaman kopi. 

 2.2 Karakteristik dan Pengelolaan Tanaman Kopi  

Kualitas kopi memiliki karakteristik yang kompleks bergantung pada faktor genetik 

seperti varietas tanaman, kondisi lingkungan seperti iklim, ketinggian, curah hujan, dan 

fisikokimia tanah; faktor budidaya, sistem pascapanen, kondisi pengolahan, proses 

industri, dan proses penyajian produk kopi kepada konsumen. Iklim, ketinggian tempat, 

dan naungan memengaruhi suhu lingkungan tanaman kopi sedangkan intensitas cahaya 

dan ketersediaan air merupakan faktor penting pada masa pematangan buah. Curah hujan 

dan distribusi sinar matahari sangat memengaruhi pada masa berbunga, berbuah, dan 

pematangan buah (Moreno dkk., 1995; Decasy dkk., 2003, dan Damanu, 2008).  

Tanaman kopi (Coffea sp.) kurang toleran terhadap sinar matahari penuh sehingga 

membutuhkan tanaman penaung untuk mengurangi intensitas cahaya menjadi sekitar 30-

70 % disesuaikan dengan umur tanaman kopi. Jenis penaung tanaman kopi terbagi atas 

dua macam yaitu penaung sementara dan penaung tetap. Tanaman kopi dinaungi oleh 

penaung sementara pada kondisi penaung tetap belum berfungsi. Contoh penaung 

sementara yaitu dari Famili Leguminosae (Moghania macrophylla, Crotalaria sp.) 

tumbuhan penaungan untuk Kopi Robusta di dataran rendah sedangkan Tephrosia sp. 
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tumbuhan penaungan untuk Kopi Arabika di dataran tinggi. Tanaman penaung juga 

berperan dalam mengendalikan erosi unsur hara. Tanaman kopi tanpa penaungan lebih 

banyak mengalami kehilangan unsur nitrogen setiap tahunnya (Abdoellah, 2013). 

Manfaat dari penaungan tanaman kopi yaitu memperoleh buah segar yang lebih banyak, 

biji besar, warna hijau pada biji dan lebih asam, serta tanaman lebih tinggi (Muschler, 

2001). Selain itu, penaungan juga mengurangi pertumbuhan gulma sehingga menekan 

kompetisi unsur hara dengan tanaman kopi. Sistem kopi-penaung dapat membentuk 

mekanisme daur ulang unsur hara dan mengurangi kebergantungan suplai unsur hara dari 

luar sistem. Selain itu, perakaran tanaman penaung pada tanaman kopi dapat 

menstabilkan partikel tanah sehingga dapat mengurangi erosi (Faminow & Rodriguez, 

2001). 

Jumlah produksi panen kopi yang menurun membutuhkan inovasi dalam sistem 

pengelolaan tanaman kopi. Di Afrika African Fine Coffees Association melakukan 

penilaian dan evaluasi penurunan produksinya di tahun 2015 menetapkan strategi 

teknologi untuk memulihkan produksi kopi. Kolaborasi antara petani dan peneliti di 

bidang pengelolaan produksi kopi menemukan bahwa faktor penyebab penurunan 

produksi adalah tanah yang tidak subur, usia tanaman dan potensi genetik tanaman kopi 

terhadap serangan penyakit. Dua fokus penting yaitu varietas kopi dan kondisi tanah. 

1. Varietas kopi 

Renovasi hutan kopi dapat dilakukan secara efektif dan menguntungkan jika 

produsen mengadopsi lebih banyak varietas yang resisten terhadap penyakit yang 

memiliki tingkat kualitas yang baik dan cocok untuk sistem pertaniannya (World Coffee 

Research, 2015). Teknologi yang dikembangkan saat ini yaitu konservasi dan penggunaan 

diversitas genetik tanaman kopi yang tersedia di genebank dan meningkatkan koleksi 

persilangan kopi, identifikasi gen sebagai target untuk persilangan kopi secara molekular 

dan menciptakan peralatan untuk mencapat target yang berkualitas secara kimia dan 

analisis sensorik (World Coffee Research, 2016).   

2. Kondisi tanah 

Variasi kopi yang berpotensi tinggi untuk diproduksi dan buah melimpah tidak akan 

diproduksi secara konsisten jika tidak mendapatkan nutrisi yang cukup. Oleh sebab itu, 

kesuburan tanah, konservasi, dan nutrisi merupakan komponen penting dari solusi 

teknologi yang menguntungkan. Adapun permasalahan tanah yang terjadi disebabkan 

tanah tercemar oleh aktivitas pertambangan yang telah terakumulasi bertahun-tahun 

menyebabkan masalah baru bagi kesehatan dan kesuburan tanah. Input organik seperti 
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kompos dan mulsa dapat digunakan hingga saat ini, akan tetapi ketersediaannya terbatas, 

ketersediaan lahan terbuka berkurang dan keasaman tanah yang tinggi (World Coffee 

Research, 2015).  

Pada aspek unsur hara, tanaman kopi bersimbiosis dengan bakteri penambat nitrogen. 

Mineralisasi sisa tanaman membebaskan nitrogen dari bentuk organik yang tidak dapat 

diserap akar tanaman menjadi bentuk mineral seperti amonium dan nitrat agar dapat 

diserap oleh tanaman. Kondisi suhu dan bahan organik memengaruhi aktivitas mikroba. 

Bahan organik dengan nisbah C/N lebih dari 30 akan membebaskan nitrogen lebih 

lambat. Kondisi ini dapat memicu meningkatnya populasi mikroba di tanah. Bahan 

organik dengan nisbah C/N antara 20-30 menunjukkan mineralisasi yang lambat karena 

adanya proses imobilisasi oleh mikroba (Abdoellah, 2013). Menurut Reddy (2017) 

pemanfaatan mikroba tanah untuk pengelolaan pertanian berkelanjutan menjadi alternatif 

yang penting untuk dikembangkan. Hal ini dikarenakan mikroba tanah tersebut dapat 

mendukung pertumbuhan tanaman dan perbaikan kondisi tanah. Prioritas utama dalam 

sistem produksi kopi yaitu kualitas kopi dan penanamannya secara oganik dalam rangka 

menurunkan penggunaan pupuk kimiawi.  

2.3 Peran Diversitas Mikroba Tanah dalam Produktivitas Tanaman 

Tanah merupakan bagian dari komponen ekosistem mikroba berperan memengaruhi 

struktur komunitas dan aktivitas mikroba tanah. Komunitas mikroba terdistribusi secara 

heterotropik dengan jaringan interaksi siklus mikro dan makro nutrisi yang kompleks di 

ekosistem tanah. Hubungan yang dinamis antara komponen biotik dan abiotik bervariasi 

berperan sebagai kontrol agroekosistem. Diversitas komunitas mikroba yang bervariasi 

salah satunya dipengaruhi oleh bahan organik tanah karena memberikan asupan nutrisi 

pada tanaman. Kandungan kimia dari eksudat akar tanaman memberikan mineral sebagai 

tambahan nutrisi bagi tanah, tanaman dan dimanfaatkan mikroba sebagai sumber energi 

di tanah. Keterkaitan populasi mikroba tanah dan kesuburan tanah penting untuk 

dipahami karena berpeluang dalam mengatasi permasalahan pertanian dan lingkungan. 

Konsep ini dapat diaplikasikan dengan mengisolasi dan menginokulasikan mikroba tanah 

untuk diaplikasikan ke tanah. Interaksi mikroba tanah dengan tumbuhan, dan mikroba 

lainnya menjadi menarik untuk dikaji (Kuramae dkk., 2012; Baliyarsingh dkk., 2017). 

Habitat tanah memengaruhi populasi, komposisi, dan aktivitas mikroba tanah. Lahan 

budidaya yang mengandung bahan organik tinggi memiliki populasi mikroba yang tinggi 

dibandingkan di tanah berpasir. Hal ini dikarenakan adanya aktivitas mikroba seperti 
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berespirasi, berkompetisi untuk memperoleh makanan dan bersinergi untuk merespon 

perubahan lingkungan di tempat tinggalnya. Selain habitat, tekstur dan tipe tanah juga 

memengaruhi komposisi dan populasi komunitas mikroba tanah. Pada tanah humus, 

mikroba berperan penting dalam pembentukan substansi struktur tanah yang terdiri dari 

asam uronat, protein bakteri yang dihasilkan dari aktivitas litik, dan lysate dari fungi yang 

disintesis oleh bakteri tanah. Diveristas mikroba tanah juga dipengaruhi oleh parameter 

seperti suhu, kelembaban, variasi musim, pH tanah, kadar oksigen, dan ketersediaan 

nutrisi tanah (Baliyarsingh dkk., 2017).  

Kesuburan tanah secara tidak langsung dapat berhubungan dengan biomassa mikroba 

bergantung pada ketersediaan dan kualitas karbon, seperti soil organic carbon (SOC). 

Kesuburan tanah sebagai salah satu parameter yang signifikan untuk pengelolaan 

agroekosistem guna mencapai produktivitas berkelanjutan. Perubahan kualitas tanah 

secara kimia, fisika, dan biologi dapat dievaluasi dan dimonitoring secara langsung 

dengan mengukur produktivitas dan diversitas tanaman di tanah tersebut. Indikator 

biologi digunakan untuk menilai kualitas tanah yang terdapat biomassa mikroba, respirasi 

tanah, aktivitas enzim tanah, jumlah cacing tanah dan sebagainya. Indikator mikrobiologi 

bermanfaat dalam mendeteksi lebih awal perubahan kualitas tanah sebagai perubahan 

kecil di ekosistem. Keunikan setiap ekosistem tanah disebabkan oleh tipe aktivitas 

komunitas mikroba dan multi interaksi dengan habitatnya.  

Kehadiran mikroba tanah berdasarkan ketersediaan karbon dapat diketahui melalui 

kedalaman tanah. Semakin ke dalam tanah (subsoil) jumlah mikroba tanah semakin 

sedikit sebab jumlah nutrisi dan oksigen semakin berkurang. Mikroba tersebut secara 

spesifik berlimpah di area dekat akar tanaman disebut sebagai bakteri rhizosfer. Mikroba 

tanah memberikan makroelemen nutrisi seperti karbon, nitrogen, dan fosfor untuk 

pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Mikroba mengontrol secara tidak langsung 

produksi dan regulasi pada tanaman seperti memproduksi fitohormon. Meskipun 

demikian, tidak semua mikroba tanah memberikan interaksi positif, beberapa diantaranya 

memberikan efek berbahaya bagi tanaman. Efek ini muncul sebagai akibat adanya 

kompetisi mikroba satu dengan mikroba lainnya untuk memperoleh nutrisi dari tanah atau 

menjadi parasit pada tanaman dengan mengeluarkan zat toksiknya (Baliyarsingh dkk., 

2017).  

Diversitas dan struktur komunitas bakteri dipengaruhi oleh fisikokimia tanah, 

termasuk diantaranya ukuran pori, partikel, kadar karbon, dan air. Aktivitas biologis yang 

umum seperti amonifikasi, nitrifikasi, denitrifikasi, dan fiksasi nitrogen digunakan untuk 
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analisis kesuburan tanah. Kelimpahan mikroba tanah dan kehadiran mikroba lainnya 

dapat diuji dengan metode kultur. Pengukuran perubahan konsentrasi nutrisi tanaman 

pada tanah dapat dilakukan dengan mengamati aktivitas dan kelimpahan mikroba 

(Baliyarsingh dkk., 2017).  

Diversitas tanaman memengaruhi populasi mikroba di ekosistem tanah. Hal ini 

dibuktikan melalui berbagai eksperimen untuk menilai pengaruhnya terhadap mikroba 

tanah. Umumunya, efek tanaman pada mikroba dipelajari secara tidak langsung melalui 

pengukuran jumlah mikroba, kemampuan nitrifikasi dan denitrifikasi tanah, dan sumber 

oksidasi aerasi tanah atau produksi CO2. Pertumbuhan tanaman stuktur dan fungsi 

mikroba tanah berdampak sebagai berikut. 

1. Pertumbuhan bakteri tanah dan fungi didominansi oleh komponen pelarut organik 

dan anorganik seperti format, oxalat, asam malat, gula, fosfat, dan berbagai 

komponen nitrogen yang disekresikan oleh tanaman. 

2. Tanaman dapat membentuk ujung akar dan rambut akar, sel epidermis dan produk 

lainnya membantu pertumbuhan mikroba. 

3. Tanaman dibantu oleh mikroba berperan dalam mineralisasi tanah seperti 

penambat nitrogen, pelarut fosfat, dan potasium  (Baliyarsingh dkk., 2017). 

2.4 Potensi Plant Growth-Promoting Rhizobacteria sebagai Biofertilizer 

Rhizosfer merupakan tanah di sekitar akar tanaman dengan jumlah populasi bakteri 

yang tinggi. Akar tanaman mengeluarkan suatu eksudat yang memicu meningkatnya 

populasi bakteri tanah. Eksudat akar mengandung karbon dan sumber energi yang 

mengatur terjadinya pertumbuhan mikroba di rhizosfer. Bakteri tanah berinteraksi dengan 

akar tanaman disebut bakteri rhizosfer. Populasi bakteri rhizosfer mampu meningkatkan 

pertumbuhan tanaman sehingga disebut sebagai Plant Growth Promoting Rhizobacteria 

(PGPR). Bakteri PGPR berkoloni di rhizosfer, permukaan akar, atau di interselular sel 

tanaman inang (Lugtenberg & Bloemberg, 2004). Aplikasi PGPR dengan 

menginokulasikan konsorsium bakteri rhizosfer pada tanah mampu meningkatkan hasil 

produksi tanaman pertanian (Gambar 2). Strain bakteri rhizosfer dibuat dalam inokulum 

konsorsium guna meningkatkan kemampuannya saat diaplikasikan di tanah sehingga 

nutrisi yang diperlukan tanaman dapat tercukupi dan memicu pertumbuhan tanaman 

target (Chourasiya dkk., 2017). 
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Sumber: Sharma dkk., 2017 

Gambar 2. Ilustrasi mekanisme PGPR meningkatkan kesuburan tanah  

Berdasarkan lokasi, fungsi, dan aktivitasnya, PGPR diklasifikasikan menjadi tiga 

kelompok sebagai berikut:  

1. Berdasarkan lokasi PGPR di rhizosfer 

Menurut Gray dan Smith (2005) dan Martinez-Viveros dkk. (2010) PGPR dibedakan 

menjadi dua macam yaitu: 

a. PGPR ekstraselular (ePGPR) 

Plant Growth Promoting Rhizobacteria ekstraselular ditemukan di rhizosfer, 

rhizoplane, atau di antara sel korteks akar akan tetapi bakteri tidak ditemukan di 

dalam sel, contohnya Pseudomonas, Bacillus, dan lain-lain yang ada di tanah dan 

juga terdapat di interselular sel korteks sebagai endofit. 

b. PGPR intraselular (iPGPR) 

Plant Growth Promoting Rhizobacteria intraselular terdapat di dalam struktur 

sel nodul, contohnya Rhizobia dan Frankia, yang berasosiasi dengan tanaman 

tingkat tinggi dan berada di dalam sel yang membantu menambat nitrogen dari 

atmosfer. 

2. Berdasarkan fungsi PGPR 

Berdasarkan fungsinya PGPR dibagi menjadi tiga yaitu pemicu pertumbuhan 

tanaman, biokontrol, dan homeregulasi stress pada bakteri. 
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a. Plant Growth-Promoting Rhizobacteria 

Beberapa rhizobakteri secara langsung menginduksi tanaman dengan cara 

menambat nitrogen, memproduksi fitohormon seperti IAA, sitokinin, GA3, dan 

produksi siderofor, serta pelarut fosfat (Meena dkk,. 2016).  

b. Biokontrol bakteri 

Bakteri secara tidak langsung memicu pertumbuhan tanaman dengan cara 

menghasilkan fitotoksik seperti HCN (hidrogen sianida), kitinase, pektinase, selulase, 

etilen, antibiotik, dan lain-lain yang bermanfaat untuk memproteksi tanaman dari 

patogen (Sharma dkk., 2016).  

c. Homeregulasi stress bakteri 

Bakteri ini dapat membantu pertumbuhan tanaman secara langsung atau tidak 

langsung dalam tekanan biotik dan abiotik. Bakteri bekerja secara langsung dalam 

memicu pertumbuhan tanaman dengan cara menghasilkan fitohormon seperti asam 

absisat, asam salisilat, dan asam jasmonat, meregulasi pertumbuhan tanaman dan 

mengaktifkan sinyal molekul seperti 1-aminocyclopopane-1-carboxylate (ACC) 

deaminase (Sharma dkk., 2017). 

3. Berdasarkan aktivitas PGPR 

Menurut Somers dkk. (2004) berdasarkan aktivitasnya PGPR dapat sebagai: 

a. Biofertilizer yaitu bakteri berperan dalam meningkatkan kesuburan dan 

produktivitas serta siklus nutrisi di tanah. Biofertilizer yang digunakan antara 

lain: 

1. Penambat nitrogen seperti Rhizobium, Bradyrhizobium, Nitromonas, 

Azospirillum, Azotobacter dan lain-lain. 

2. Pelarut fosfat dan mobilisasi fosfat seperti Bacillus, Pseudomonas, 

Mycorrhiza dan lain-lain. 

3. Pemicu pertumbuhan tanaman seperti Pseudomonas, Bradyrhizobium dan 

lain-lain. 

b. Fitostimulator yaitu bakteri yang menstimulasi pertumbuhan tanaman melalui 

produksi fitohormon, contohnya Pseudomonas, Azospirillum, Bradyrhizobium, 

dan lain-lain. 

c. Rhizoremediator yaitu bakteri yang digunakan untuk mendegradasi herbisida, 

pestisida, dan komponen organik berbahaya lainnya atau polutan di tanah untuk 

mengembalikan kesuburan tanah. 
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d. Biopestisida yaitu bakteri yang memproduksi antibiotik dan komponen toksik 

lainnya untuk membunuh patogen, contohnya Pseudomonas dan Bacillus spp. 

e. Bioprotektan yaitu bakteri dalam jumlah banyak digunakan untuk menekan 

penyakit tanaman secara langsung dan tidak langsung untuk meningkatkan 

pertumbuhan tanaman.  

Biofertilisasi dan fitostimulan merupakan dua proses utama. Biofertilisasi berfungsi 

untuk meningkatkan akses nutrisi tanaman sedangkan fitostimulan meregulasi 

pertumbuhan tanaman dengan menghasilkan fitohormon. Proses fitostimulasi dalam 

pertumbuhan tanaman secara langsung seperti menghasilkan Indole acetic acid (IAA), 

auksin, sitokinin, giberelin, dan etilen. Hormon tersebut dapat disekresikan mikroba dan 

berasosiasi dengan tanaman, contohnya Azospirillum sp. yang berpotensi menambat 

nitrogen. Pseudomonas dan Bacillus memproduksi stimulator pertumbuhan pada tanaman 

pertanian untuk meningkatkan kuantitas akar tanaman yang memperluas permukaan area 

penyerapan air dan nutrisi di sekitar tanah. Akar lateral meningkat memicu peningkatan 

kemampuan penyerapan nutrisi penting untuk tumbuhan (Gambar 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sumber : Dutta & Podile, 2010 

Gambar 3. Interaksi eksudat akar tanaman, patogen, PGPR dan manfaat mikroba di  

rhizosfer  

Eksplorasi dan pemanfaatan mikroba sebagai biofertilizer menjadi hal yang penting 

dalam sektor pertanian untuk keberlanjutan produksi tanaman. Aplikasi PGPR yang 

ramah lingkungan dapat dimanfaatkan untuk meningkatkan asupan nutrisi, pertumbuhan 

tanaman, dan toleransi tanaman terhadap stres abiotik dan biotik (Gambar 3). Interaksi 

beberapa bakteri dan fungi digunakan sebagai inokulan seperti Rhizobium, Azotobacter, 

dan jamur mikoriza. Mikroba tersebut digunakan untuk meningkatkan nutrisi N dan P 
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pada tanaman yang sangat terbatas dalam nutrisi tanaman, contohnya pada Rhizobium, 

Mesorhizobium, Bradyhizobium (Chourasiya dkk., 2017). Komunitas mikroba rhizosfer 

sangat menarik untuk dikaji dalam bidang pertanian dan program biosafety. Mikroba 

tanah seperti Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Flavobacterium, Fusarium, 

Sclerotium, Aspergillus, dan Penicillium dilaporkan positif sebagai pelarut fosfat.  

 

2.4.1 Bakteri penambat nitrogen 

Nitrogen berperan penting dalam pertumbuhan dan produktivitas tanaman. 

Ketersediaan nitrogen di udara mencapai 78% akan tetapi tidak dapat dimanfaatkan 

secara langsung oleh tanaman. Nitrogen terlebih dahulu diubah menjadi ammonia melalui 

proses asimilasi oleh tanaman. Aktivitas penambatan nitrogen tersebut diubah oleh 

bakteri yang menghasilkan enzim nitrogenase sehingga dikenal sebagai bakteri penambat 

nitrogen (Tairo dan Nakidemi, 2013; Smith dkk., 2013). Proses penambatan nitrogen oleh 

enzim nitrogenase yang terdiri atas dinitrogenase reduktase Iron (Fe) dan dinitrogenase 

Iron (Fe) serta Molibdenum (Mo). Dinitrogenase reduktase menghasilkan elektron yang 

dimanfaatkan oleh dinitrogenase untuk mereduksi N2 menjadi NH3. Mo-nitrogenase, V-

nitrogenase dan Fe-nitrogenase merupakan variasi dari kofaktor dinitrogenase. Gen 

pengkode penambat nitrogen dikenal sebagai gen nif yang ditemukan di bakteri penambat 

nitrogen simbiosis dan non simbiosis. Struktur gen tersebut terdiri atas aktivasi protein 

Fe, biosintesis kofaktor Fe-Mo, elektron psitif dan gen regulator untuk proses sintesis dan 

fungsional enzim (Mahanty dkk., 2017). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sumber: Mahanty dkk., 2017 

Gambar 4.  Mekanisme penambatan nitrogen secara molekular oleh bakteri 
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Bakteri penambat nitrogen menambahkan nitrogen dalam tanah dan mengurangi 

kebergantungan pada pupuk nitrogen sintetik. Interaksi rhizobakteri dengan akar tanaman 

legum menunjukkan adanya peningkatan efektivitas N2-fixing symbiosis. Dalam proses 

ini, Rhizobia menambat N2 atmosfer menjadi amonium menggunakan enzim nitrogenase 

sehingga menyuplai nutrisi bagi tanaman inang. Azotobacter spp. merupakan bakteri 

aerob obligat yang dapat tumbuh pada konsentrasi oksigen yang rendah. Bakteri ini 

mampu menambat nitrogen secara bebas/non simbotik. Bakteri dari Genus Azospirillum 

dikenal sebagai penambat nitrogen asosiatif yang tersebar di tanah tropis dan subtropis. 

Bakteri ini membangun hubungan yang erat dengan berbagai macam akar tanaman 

indigenus dan tanaman pertanian (Goswami dkk., 2016).  

Nitrogen non simbiotik oleh bakteri penambat nitrogen yang hidup bebas di tanah 

baik yang bersifat autrotropik maupun heterotropik yang tidak bersimbiosis secara 

langsung dengan tanaman namun tetap berasosiasi dengan rhizosfer tanaman. Selain itu, 

nitrogen non simbiotik berasosiasi juga dengan residu tanaman yang telah 

terdekomposisi, serta beragregasi dengan partikel dekomposisi bahan organik tanah dan 

habitat rayap (Gupta & Ropper, 2016). 

   

 

 

 

 

 

 

 

Sumber: Gupta & Ropper, 2016 

Gambar 5. Diagram alir penambat nitrogen oleh bakteri penambat nitrogen non simbiosis  

Keragaman genus bakteri ditemukan pada rhizosfer dan endofit berbagai jenis 

tanaman sereal dan tanaman pangan lainnya, jumlah penambatan nitrogen belum dapat 

diketahui jumlahnya. Sisa dekomposisi pada tanah mendukung terbentuknya rasio C/N 
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yang berpotensi mengoptimalkan kondisi penambatan nitrogen. Selain itu, kestabilan 

agregasi tanah tidak hanya menyediakan proteksi untuk bakteri penambat nitrogen yang 

hidup bebas akan tetapi juga mendukung kondisi rendah oksigen yang berperan penting 

dalam aktivitas enzim nitrogenase. Keberadaan keragaman mikroflora dalam usus rayap 

memiliki gen nifH (struktur gen pengkode enzim reduktase nitrogenase) yang berpotensi 

untuk menambatkan nitrogen di alam terutama di ekosistem yang semi kering dan kering 

(Gupta & Roper, 2016). 

2.4.2 Bakteri pelarut fosfat 

Fosfor merupakan nutrisi tanaman yang penting namun ketersediaannya terbatas di 

tanah. Bakteri pelarut fosfat memproduksi asam organik, asam fosfat, dan transfer proton 

(Gambar 3). Penyebab tingginya fosfor di tanah karena penggunaan fosfor dari pupuk 

sintetik. Pemanfaatan mikroba pelarut fosfat sebagai inokulan dapat meningkatkan asupan 

fosfor di tanah melalui perantara tanaman. Contoh bakteri pelarut fosfat yaitu dari Genus 

Anthrobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, 

Flavobacterium, Microbacterium, Pseudomonas, Rhizobium, dan Rhodococcus (Zaidi 

dkk., 2009a, 2009b).  Penggunaan pupuk sintetik untuk meningkatkan ketersediaan fosfat 

di tanah dapat membantu menambah produksi tanaman. Namun, penggunaan pupuk 

sintetik menimbulkan permasalahan yang kompleks seperti krisis energi global, harga 

pupuk sintetik semakin meningkat, tidak ramah lingkungan, dan membahayakan 

kesehatan manusia. Permasalahan ini dapat diatasi oleh bakteri tanah yang mampu 

memineralisasi fraksi fosfor organik dan anorganik sehingga dapat dimanfaatkan sebagai 

agen penyubur tanaman secara alami (Pradhan dkk., 2017).  

Biofertilizer sebagai produk PGPR pengganti pupuk kimiawi dan ramah lingkungan 

dapat meningkatkan 20-30 % hasil panen tanaman dan menggantikan 25 % pupuk N dan 

P sintetik. Azotobacter diazotrof bebas dan fosfobakteri sebagai komponen utama pada 

biofertilizer berperan untuk penambat nitrogen, pelarutan fosfat, dan mengurangi makro 

nutrisi dalam tanah serta memacu pertumbuhan tanaman (Amutha dkk., 2014). Contoh 

bakteri pelarut fosfat yaitu Bacillus sp. dan Bacillus subtilis mampu melarutkan dan 

menyediakan senyawa fosfat sebagai nutrisi tanaman (Gambar 4), tetapi Genus 

Pseudomonas dan Bacillus lebih banyak diteliti sebagai bakteri pelarut fosfat (Gray & 

Smith, 2005).  
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Sumber: Goswami dkk., 2016 

Gambar 6. Skema pelarutan fosfor tanah oleh bakteri PGPR  

2.4.3 Bakteri penghasil Indole-3-Acetic Acid (IAA) 

Fitohormon terdiri atas beberapa kelas yaitu auksin, giberelin, sitokinin, etilen, dan 

asam absisat. Bakteri rhizosfer juga berpotensi untuk menghasilkan hormon tersebut. 

Tanaman merespon fitohormon yang dihasilkan mikroba di rhizosfer. Fitohormon 

tersebut dapat menjadi perantara perluasan sel tanaman, pembelahan, dan memperpanjang 

akar baik secara simbiosis maupun non simbiosis. 

Auksin diproduksi oleh PGPR berperan sebagai pengatur pertumbuhan tanaman dan 

perkembangan seperti perpanjangan sel, pembelahan sel, diferensiasi jaringan, dan 

membantu dominansi apikal. Indole-3-Acetic-Acid (IAA) merupakan fitohormon penting 

yang diproduksi oleh strain PGPR. Sekitar 80 % bakteri rhizosfer memproduksi IAA dan 

produksinya semakin tinggi di tanah dekat akar tanaman indigenus. Hormon IAA tersebut 

mampu meningkatkan aktivitas penyerapan nutrisi dan pertumbuhan akar yang lebih baik 

sehingga mampu memicu pertumbuhan tanaman (Aeron dkk., 2011; Amara dkk., 2015; 

Etesami dkk., 2015). Mekanisme biosintesis auksin yang dilakukan oleh tanaman dan 

mikroba berbeda, bergantung pada tanaman dan atau mikroba (Gambar 5). Bakteri 

penghasil hormon auksin terdiri dari Genus Azospirillum, Pseudomonas, Xanthomonas, 

dan Rhizobium (Mia dkk., 2010). Bakteri yang memproduksi IAA yaitu Aeromonas, 
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Bacillus, Azotobacter, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Microbacterium, 

Sphinogomonas, Mycobacterium, Kocuria varians, dan Rhizobium (Jha & Saraf 2015).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sumber: Goswami, 2016 

Gambar 7. Alur Triptophan-dependent dalam biosintesis auksin oleh bakteri 

Setiap PGPR memiliki perbedaan jalur siklus dalam mensintesis IAA oleh tanaman 

yang berasosiasi dengan mikroba. Pada umumnya PGPR menggunakan L-triptofan yang 

disekresikan akar sebagai prekusor untuk memproduksi IAA. Beberapa contoh IAA 

diproduksi melalui L-triptofan secara independen oleh Azospirillum brasilense sebagai 

bakteri yang paling banyak diteliti (Jha & Saraf, 2015). Siklus L-triptofan alami pada 

gambar 5 menunjukkan siklus biosintesis yang berbeda. Rhizobium, Bradyrhizobium, dan 

Azospirillum mensintesis IAA melalui jalur Indole-3-pyruvic acid (IpyA) (Burdman dkk., 

2000). Bakteri patogen seperti Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syringe, 

Pantoea agglomerans, Rhizobium, Bradyrhizobium, dan Erwinia herbicola mensintesis 

IAA melalui jalur Indole-3-Acetamide (IAM) (Dobbelaera dkk. 2003) sedangkan jalur 

triptamin digunakan oleh Bacillus substilis, B. Licheniformis, dan B. Megaterium 

(Goswarni dkk., 2016). 

2.5 Kerangka Konsep Penelitian 

Produktivitas kopi nasional mengalami penurunan akan tetapi permintaan produksi 

olahan kopi semakin meningkat. Kabupaten Malang merupakan daerah penghasil kopi 

dengan jumlah panen tertinggi ketiga di Jawa Timur. Salah satu sentra produsen kopi di 

Kabupaten Malang adalah UB Forest memproduksi “Kopi Arjuna” sebagai kopi 
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unggulan Universitas Brawijaya juga mengalami permasalahan yang sama. Faktor-faktor 

penentu peningkatan produktivitas kopi terdiri atas faktor tanaman dan lingkungan. Pada 

faktor tanaman ditentukan oleh varietas genetik kopi yang unggul dan sehat, sedangkan 

faktor lingkungan dipengaruhi oleh iklim, ketinggian tempat, curah hujan, fisikokimia 

tanah dan kesuburan tanah. Tanah di UB Forest kurang subur karena adanya alih fungsi 

lahan dari hutan menjadi lahan perkebunan. Upaya memperbaiki kualitas tanah 

agroForestri kopi secara alami dapat memanfaatkan bakteri tanah yang hidup di sekitar 

perakaran tanah (bakteri rhizosfer). Bakteri tersebut berperan sebagai penambat nitrogen, 

pelarut fosfat, dan penghasil fitohorrmon IAA yang bermanfaat untuk ketersediaan unsur 

hara tanah dan dapat memicu pertumbuhan tanaman, sehingga disebut sebagai Plant 

Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR). Guna memperbaiki kualitas tanah dapat 

memanfaatkan bakteri PGPR dalam upaya perbaikan produktivitas tanaman kopi di UB 

Forest (Gambar 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 8. Kerangka konsep penelitian



19 

 

BAB III 

METODE PENELITIAN 
 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan pada Bulan Maret hingga November 2019. Sampel diambil 

dari dua lokasi lahan tanaman kopi di UB Forest yaitu di lahan tanaman kopi Dusun 

Sumberwangi  dan di Dusun Sumbersari, Kecamatan Karangploso, Kabupaten Malang. 

Parameter tanah dianalisis di Laboratorium Tanah, Jurusan Tanah, Fakultas Pertanian, 

Universitas Brawijaya. Parameter mikrobiologi dan uji potensi PGPR dianalisis di 

Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 

Universitas Brawijaya.  

3.2 Deskripsi Lokasi Pengambilan Sampel Tanah 

Lokasi UB Forest terletak di kaki Gunung Arjuna, Kecamatan Karang Ploso, 

Kabupaten Malang terdiri dari hutan produksi dan hutan lindung dengan total luas area 

554 ha. Hutan produksi didominasi oleh tanaman pinus, mahoni, dan kopi berada pada 

7,8219º LS dan 112.5772 º BT dengan ketinggian 1000-1200 dpl sedangkan hutan 

lindung seluas 42 ha atau sekitar 7,6 % dari total luas UB Forest (Azzahra dkk., 2018). 

Kondisi topografi UB Forest terbagi atas tiga kelas yaitu kemiringan 0-8 % seluas 40,97 

ha, > 8-15 % seluas 484,89 ha, dan > 15 % seluas 23,81 ha. Curah hujan rata-rata 

pertahun 250 mm dengan keadaan suhu rata-rata 27º C. Kawasan komoditas tanaman 

kopi berada pada ketinggian 500-1000 m dpl, bersuhu 22-24º C, kelembaban 60-70 %, 

intensitas cahaya 41-58 %, dan curah hujan 1700-2700 mm pada periode Juli-Oktober 

2017 (Prakoswo dkk., 2018) sedangkan jenis tanahnya terdiri dari aluvial coklat, latosol 

coklat, dan regosol kelabu (Oktadiani, 2018).  

Lokasi UB Forest terdiri atas empat area yaitu hutan pinus; agroforestri pinus dan 

kopi; agroforestri pinus dan sayur-sayuran; serta agroforestri mahoni dan kopi (Prakoswo 

dkk., 2018). Selain itu terdapat berbagai jenis tanaman berdasarkan kategorinya yaitu 

tanaman tegakan, tanaman pertanian dan tanaman tahunan serta musiman. Tanaman 

bawah tegakan naungan pohon pinus dan mahoni terdiri atas kopi, jahe, wortel, sawi, dan 

jenis sayuran lainnya (Oktadiani, 2018; Saputra, 2018).  

Area studi penelitian di Dusun Sumberwangi, Desa Donowarih dan Dusun 

Sumbersari, Desa Tawangargo, Kecamatan Karangploso, Kabupaten Malang (Gambar 7). 

Dusun Sumberwangi merupakan kawasan tanaman kopi Robusta dinaungani oleh pohon 
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mahoni dan pohon pinus sedangkan Dusun Sumberwangi sebagai kawasan tanaman kopi 

Arabika dinaungi pohon pinus dan tanaman pertanian.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 9. Lokasi pengambilan sampel  (Sumber: UB Forest) 

3.3 Kerangka Operasional Penelitian 

Penelitian ini terdiri atas tiga tahapan (Gambar 8) meliputi isolasi, uji potensi, dan 

identifikasi bakteri rhizosfer. Sampel tanah diperoleh dari sekitar ujung akar tanaman 

kopi Robusta dan Arabika di kedua area (Gambar 7). Tanah diambil secara komposit 

sebanyak ± 300 gram dan diukur faktor abiotik lingkungan meliputi suhu, intensitas 

cahaya, diameter pohon, elevasi, kelembaban udara relatif dan faktor fisikokimia tanah. 

Sampel tanah rhizosfer dianalisis metagenomik untuk menentukan diversitas bakteri 

rhizosfer kemudian PGPR tanah rhizosfer diisolasi menggunakan media Triptic Soy Agar, 

Pikovskaya Agar, NFb (Nitrogen-free Brommothymol Blue) Agar untuk memperoleh 

secara berurutan bakteri penghasil IAA, pelarut fosfat, dan penambat nitrogen. Densitas 

sel bakteri dihitung secara Total Plate Count (TPC) sedangkan diversitas koloni bakteri 

rhizosfer ditentukan berdasarkan Indeks Diversitas Simpson. Korelasi faktor fisikokimia 

tanah terhadap densitas bakteri rhizosfer ditentukan berdasarkan multivaiat analisis 
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(PCA). Isolat bakteri PGPR diuji potensinya sebagai agen biofertilizer meliputi produksi 

IAA, produksi amonia, dan pelarut fosfat. Bakteri potensial sebagai agen PGPR 

diidentifikasi berdasarkan sekuen 16S rDNA. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 10. Kerangka operasional penelitian 

3.4 Pengambilan Sampel Tanah 

Sampel tanah diambil di sekitar perakaran dua jenis tanaman Kopi Robusta dan 

Arabika. Setiap sampel tanah diambil dari sembilan pohon sebanyak tiga ulangan secara 

komposit yaitu setiap satu lokasi sampel tanah diambil dari lima titik berbeda. Setiap titik 

berjarak lima meter kemudian dikompositkan di dalam plastik yang sama. Setiap sampel 
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di setiap area studi diambil sebanyak tiga ulangan pada lokasi dan waktu yang sama. 

Sampel tanah diambil menggunakan bor tanah berdiameter ± 5,2 cm dengan kedalaman 

10 cm dari permukaan tanah sekitar ujung akar tanaman. Sampel dimasukkan dalam 

plastik, diberi label, diikat dan disimpan dalam kotak isotermis bersuhu 4-10º C. Selain 

itu parameter fisikokimia diukur di setiap lokasi yang diambil sampelnya. Parameter 

fisikokimia digunakan untuk mengevaluasi pengaruh kondisi lahan pengambilan sampel 

terhadap densitas bakteri yang berpotensi sebagai PGPR. Parameter lingkungan yang 

diukur meliputi titik koordinat dan ketinggian lokasi ditentukan menggunakan GPS 

(Global Possioning System), kelembaban udara menggunakan Pyshicrometer, suhu udara 

dan tanah menggunakan termometer, diameter pohon diukur dengan meteran dan 

intensitas cahaya diukur menggunakan luxmeter (Salla, 2009).  

3.5 Pengukuran Parameter Kimiawi Tanah 

Parameter kimiawi tanah meliputi pH, kandungan C-organik dan bahan organik, N- 

total, P-tersedia, dan kadar air diukur di laboratorium. Keasaman atau pH tanah diukur 

menggunakan elektroda gelas dengan perbandingan larutan tanah dan air (1:1). Kadar C-

organik ditentukan menggunakan metode Walkey and Black yaitu sampel tanah yang 

telah disaring ditimbang sebanyak 0,5 gram ditambahkan 10 mL K2Cr2O7 1 N dan 

ditambahkan 20 mL H2SO4 dihomogenkan hingga dingin. Larutan diencerkan hingga 

volume 250 mL menggunakan aquades dan ditambahkan 6-7 tetes feroin 0,025 M. 

Larutan dititrasi dengan FeSO4 0,5 N hingga berwarna merah anggur, dihitung volume 

FeSO4 yang terpakai. Konsentrasi karbon organik dihitung menurut rumus 1 (Walkley & 

Black, 1934). 

Nilai % C-organik = 
                               

   
×100%....(1)  

Keterangan: 

me  = Normalitas (N) × Volume (V) 

BKM = bobot kering mutlak 105º C 

0,003 = valensi Cr yang teroksidasi, 3 × 0,001 (mg ke gram) 

 

Konsentrasi N-total diukur menggunakan metode Kjedahl terdiri dari tiga tahapan 

yaitu destruksi, destilasi, dan titrasi. Sampel tanah ditimbang 0,5 g dituangkan ke dalam 

tabung reaksi. Sampel tanah ditambahkan selenium mix, 5 mL larutan H2SO4 dan parafin 

cair 5 tetes kemudian dimasukkan dalam alat destruksi selama 1,5 jam. Ekstrak 

dipindahkan ke labu destilasi dengan penambahan aquades hingga ekstrak di labu 

destruksi habis. Penampung destilat disiapkan menggunakan 10 mL asam borat 4 % 

ditambahkan indikator konway sebanyak 5 tetes pada Labu Erlenmeyer. Ekstrak 
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ditambahkan aquades hingga 1/3 labu ukur dan ditambahkan 20 mL NaOH 50 %. 

Penampung destilat dipasang, perubahan warna pada destilat menjadi hijau muda. Proses 

destilasi selesai saat destilat yang tertampung mencapai 75 mL. Pada tahap titrasi 

menggunakan HCl 0,05 N, volume awal HCl dicatat. Perubahan warna diamati hingga 

larutan warna dari hijau muda menjadi merah muda dan volume akhir dicatat. 

Konsentrasi N total dihitung menurut rumus 2 (PanReac, 2018).  

 

Nilai % N-total = 
                                        

   
×100%.........(2)  

 

Konsentrasi P-tersedia diukur menggunakan metode Bray-i dengan cara membuat 

larutan standar fosfor konsentrasi 0, 1, 2, 3, 4, dan 5 mg/L dengan cara mengambil 1, 2, 3, 

4, dan 5 mL larutan fosfor baku 100 mg/L. Sampel tanah ditimbang 0,5 gram dan 

ditambahkan 15 mL larutan Bray-i, dihomogenkan selama 30 menit. Sampel disaring dan 

ekstrak sampel diambil 5 mL ditambahkan 5 mL larutan PB dan ditambahkan 5 tetes 

larutan PC, kemudian dihomogenkan. Konsentrasi P-tersedia diukur menggunakan 

spektrofotometer dengan panjang gelombang 889 nm (Bray & Kurtz, 1945).  

Kadar air diukur menggunakan metode gravimetri (Reynols, 1970; Blazka & Fischer, 

2014) dengan cara cawan porselin berisi sampel tanah 2 gram dan cawan porselin kosong 

ditimbang. Cawan berisi sampel tanah dipanaskan dalam oven pada suhu  105 ºC selama 

24 jam. Cawan berisi sampel tanah dimasukkan dalam desikator kemudian ditimbang 

untuk mendapatkan berat tanah kering. Kadar air dalam tanah ditentukan dengan rumus 3 

(Blazka & Fischer, 2014). 

 

 % Kadar air = 
                                 

   
×100%.........(3)  

 

Keterangan: 

BKM = Bobot kering mutlak (berat cawan+tanah setelah dioven) – berat cawan 

 

3.6 Analisis Metagenomik 

3.6.1 Optimasi pH tanah 

Komposit tanah 0,3 gram dimasukkan ke dalam masing-masing tabung 

mikrosentrifus 2 mL sebanyak 6 buah ditambahkan 300 µL buffer fosfat (0,1 M 

NaH2PO4-Na2HPO4, pH 6,6). Setiap tabung ditambahkan AlCl3 dengan 100 µL, 200 µL, 
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300 µL, 400 µL, 500 µL, dan 600 µL. Setiap suspensi sampel ditera hingga 900 µL 

menggunakan buffer fosfat. Suspensi divorteks dengan kecepatan maksimum selama dua 

menit. Suspensi ditambahkan NaOH hingga pH 8,0. Tabung berisi suspensi diinvert 

sebanyak 10 kali. Campuran suspensi tanah siap digunakan untuk ekstraksi DNA 

(Mustafa dkk., 2017). 

3.6.2 Ekstraksi DNA bakteri 

Kromosom DNA bakteri sampel tanah rhizosfer diekstraksi mengacu pada protokol 

FastDNA kit (mpbio) dengan modifikasi Mustafa dkk. (2017). Suspensi tanah 

dipindahkan pada tabung Lysing Matrix dan ditambahkan larutan SDS lisis sebanyak 250 

µL. Suspensi divorteks dengan kecepatan maksimum selama 10 menit. Homogenat 

disentrifugasi pada kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit. Supernatan 700 µl 

dipindahkan ke tabung  mikrosentrifus baru kemudian ditambahkan 250 µL protein 

precipitation solution (PPS) dan diinvert 10 kali. Homogenat disentrifugasi 14.000 rpm 

selama lima menit kemudian supernatan ditransfer ke tabung mikrosentrifus 5 mL. 

Supernatan ditambahkan Larutan Binding Matrix 1 mL, kemudian diresuspensi, DNA 

akan terikat pada larutan melalui proses invert pada tube selama dua menit, diinkubasi 

pada suhu ruang selama 6 menit. Supernatan dibuang dari mikrotube sebanyak 500 µL, 

kemudian larutan dalam mikrotube dicampur kembali dengan meresuspensi larutan 

binding matrix.  Supernatan dipindahkan ke Spin filter sebanyak 700 µL dan 

disentrifugasi pada 14.000 rpm selama satu menit. Catch tube pada Spin filter 

dikosongkan kemudian sisa supernatan dipindahkan pada mikrotube 5 mL dalam Spin 

filter,  kemudian disentrifugasi pada 14.000 rpm selama satu menit, kemudian catch tube 

dikosongkan. Proses ini dilakukan berulang hingga seluruh supernatan habis (ukuran 5 

mL). Larutan SEWS-M sebanyak 500 µL ditambahkan dan diresuspensi pada tabung Spin 

filter, kemudian disentrifugasi pada 14.000 rpm (1 menit), catch tube dikosongkan dan 

disentrifugasi kembali dengan kecepatan 14.000 rpm (2 menit). Tabung Spin filter 

dipisahkan dan diganti catch tube baru. Tabung Spin filter dibuka selama lima menit 

diresuspensi dengan 60 µl DES (DNAse/Pyrogen-Free Water) dan disentrifugasi pada 

14.000 rpm selama satu menit.  

Sampel DNA diverifikasi dan dideteksi  dengan elektroforesis gel agarosa 1 %. Gel 

agarosa 1 % (0,2 gram bubuk agarosa pada 20 mL larutan TBE). Gel agarosa dipanaskan 

dalam microwave hingga larut dan mendidih (ditandai dengan larutan gel menjadi 

bening). Suspensi gel ditambahkan 1 µL gel red, diaduk dan dituang ke dalam cetakan 

yang telah diberi sisir. Setelah cetakan gel padat, gel agarosa dipindahkan dalam chamber 
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elektroforesis yang telah digenangi TBE. Marker DNA sebanyak 2 µL, sampel DNA 3 

µL dan loading dye 2 µL dimasukkan ke dalam sumuran sesuai peta running. Sampel 

kemudian dirunning dengan arus listrik 100 volt selama 30 menit. Pita DNA pada gel 

divisualisasi dengan UV transilluminator dan  Gel Doc (Fatchiyah dkk., 2011). Sampel 

DNA dianalisis secara bioinformatik untuk memperoleh informasi metagenomik bakteri 

PGPR. 

 

3.6.3 Analisis Genom bakteri 

 Genom DNA sampel diekstrak menggunakan metode CTAB/SDS. Konsentrasi 

dan kemurnian DNA dimonitoring pada gel agarosa 1%. Konsentrasi DNA kemudian 

disamakan menjadi 1 ng/µL menggunakan pelarut aquades steril. Sekuen 16S rRNA dari 

distict region 16SV3-16SV4 (41F: 5’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’) (Klindworth et 

al., 2013) diamplifikasi menggunakan primer spesifik barcode. Semua reaksi PCR 

diproses menggunakan Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs). 

Loading buffer mengandung SYB green sebanyak 1x dicampurkan dengan produk PCR 

dan dielektroforesis pada gel agarosa 2 % untuk deteksi. Sampel yang berpendar pada 

main strip antara 400-450 bp dipilih untuk diteliti lebih lanjut. Produk PCR dicampurkan 

pada rasio yang sama kemudian produk PCR tersebut dipurifikasi menggunakan Qiagen 

Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany). Data sekuen DNA dihasilkan menggunakan 

NEBNext Ultra DNA Library Pre Kit for Illumina dengan metode mengikuti protokol dan 

ditambahkan juga kode indeksnya. Kualitas pustaka data dievaluasi pada Qubit@ 2.0 

Fluorometer (Thermo Scientific) dan Agilent Bioanalyzer 2100 system. Pustaka data 

sekuen dianalisis menggunakan Illumina platform pada 250 bp. Untuk memperoleh data 

split, urutan basa awal-akhir yang terbaca ditandai pada sampel berdasarkan keunikan 

barcode, pemendekan barcode dan sekuen primer. Urutan basa awal-akhir kemudian 

dimerge menggunakan FLASH (V1.2.7) untuk penggabungan sekuen DNA yang disebut 

sebagai raw tags (Magoc & Salzberg,  2011). Kualitas filter data pada tag raw 

ditampilkan dalam kondisi filter yang spesifik untuk memperoleh kualitas tinggi tags 

(Bokulich & Nicholas, 2013) menggunakan QIIME (V1.7.0) (Caporaso dan Gregory, 

2010). Tag dibandingkan dengan referensi database menggunakan UCHIME alghoritm 

(Edgard & Robert, 2011) untuk mendeteksi sekuen chimera (Haas dkk., 2011) dan sekuen 

tersebut dipindahkan untuk memperoleh tag yang efektif. 

Pengelompokan takson dan anonasi spesies diawali dengan sekuen dianalisis 

menggunakan software (Uparse v7.0.1001) (Edgar, 2013). Sekuen dengan kesamaan 
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lebih dari 97 % ditandai sebagai OTU yang sama. Sekuen representatif dari setiap OTU 

diskrining untuk proses anonasi selanjutnya. Sekuen yang representatif pada Green Gene 

Database (DeSantis & Todd, 2006) diklasifikasi menggunakan RDP classifier (Version 

2.2) (Wang dkk., 2007) untuk menginformasikan anonasi taksonominya. Konstruksi 

kekerabatan filogenetik dari OTU yang berbeda dan perbedaan dominasi spesies di setiap 

grup sampel maka multiple sequence dianalisis menggunakan MUSCLE software (versi 

3.8.3.1) (Edgar, 2004). Informasi kelimpahan OTU dinormalisasi menggunakan standar 

korespenden jumlah sekuen sampel dengan sekuen terakhir. Analisis subsekuen diversitas 

alfa dan beta ditunjukkan berdasarkan output normalisasi data. 

3.7 Isolasi Bakteri Rhizosfer Tanaman Kopi 

3.7.1 Isolasi bakteri penghasil hormon IAA 

Bakteri penghasil IAA diisolasi dengan menggunakan metode modifikasi Khalid 

dkk. (2004). Sampel tanah rhizosfer 25 g disuspensikan dalam 225 mL larutan garam 

fisiologis (NaCl 0,85 %) sebagai pengenceran 10
-1

. Suspensi tanah tersebut dibuat seri 

pengenceran dalam garam fisiologis hingga 10
-6

. Suspensi tanah diambil 0,1 mL pada 

setiap tingkat pengenceran diinokulasikan secara spread plate dalam media Tryptic Soy 

Agar (TSA) mengandung L-triptofan 200 µg/mL. Kultur diinkubasi pada suhu 28º C 

selama 72 jam (Sukmadewi dkk., 2015). Densitas sel bakteri dihitung secara TPC (Total 

Plate Count) (Sutton, 2011), kemudian isolat bakteri dimurnikan menggunakan metode 

spread plate. Morfologi koloni dikarakterisasi berdasarkan bentuk, warna, permukaan, 

dan tepi koloni serta dihitung indeks diversitas bakteri menggunakan indeks diversitas 

Simpson. Koloni tunggal yang diperoleh disimpan sebagai stok kultur dalam media TSA 

dan diinkubasi pada suhu 28º C selama 24 jam.  

 

3.7.2 Isolasi bakteri pelarut fosfat 

Sampel tanah rizosfer diperlakukan hal yang sama seperti isolasi bakteri penghasil 

hormon IAA 3.7.1 dengan membuat seri pengenceran dari 10
-1 

hingga 10
-6 

dalam garam 

fisiologis. Suspensi tanah diambil 0,1 mL dari setiap pengenceran diinokulasikan secara 

spread plate pada media Pikovskaya Agar. Kultur diinkubasi pada suhu 28º C selama 72 

jam. Densitas sel bakteri dihitung secara TPC (Total Plate Count) (Sutton, 2011) dan 

koloni bakteri dimurnikan menurut metode spread plate. Morfologi koloni dikarakterisasi 

bentuk, warna, permukaan, dan tepi koloni serta dihitung indeks diversitas bakteri 
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menggunakan indeks diversitas Simpson. Koloni tunggal yang diperoleh disimpan 

sebagai stok kultur dalam media NA pada suhu 28º C selama 24 jam (Atlas, 2010).   

 

3.7.3 Isolasi bakteri penambat nitrogen 

Sampel tanah rhizosfer 25 g dibuat seri pengenceran 10
-1 

hingga 10
-6 

dalam larutan 

garam fisiologis. Suspensi setiap pengenceran diambil 0,1 mL diinokulasikan dengan 

metode spread plate dalam media Nfb Agar. Kultur diinkubasi pada suhu 28º C selama 

tujuh hari. Densitas sel bakteri dihitung secara TPC (Total Plate Count) (Sutton, 2011) 

kemudian koloni dikarakterisasi berdasarkan bentuk warna, permukaan, dan tepi koloni 

serta dihitung indeks diversitas bakteri menggunakan indeks diversitas Simpson. Koloni 

tunggal yang diperoleh disimpan sebagai stok kultur dalam media NA dan diinkubasi 

pada suhu 28º C selama 24 jam (Baldani dkk., 2014). 

3.8 Uji Kemampuan Isolat PGPR 

3.8.1 Uji kemampuan isolat PGPR penghasil IAA 

Potensi isolat PGPR memproduksi IAA diuji berdasarkan Rancangan Acak 

Lengkap (RAL) faktorial dengan tiga kali ulangan. Percobaan uji kualitatif kemampuan 

produksi IAA berdasarkan modifikasi metode Brick dkk. (1991) dan Sukmadewi dkk. 

(2015) menggunakan media Triptic Soy Borth sebanyak 25 mL mengandung triptofan 

200 µg/mL. Media tersebut diinokulasikan 1 ose isolat bakteri penghasil IAA dan 

diinkubasi pada suhu 28º C selama 48 jam. Suspensi bakteri (OD = 0,5 pada λ: 550 nm) 

diambil 0,1 mL diinokulasikan pada media TSA padat secara spread plate. Membran 

nitroselulose diletakkan di atas permukaan media terinokulasi suspensi bakteri dan 

diinkubasi selama 48 jam. Membran nitroselulose direndam dalam 1 mL reagen 

Salkowski selama 1 jam di ruang gelap. Perubahan warna membran dari putih menjadi 

merah atau merah muda mengindikasikan adanya IAA yang diproduksi oleh bakteri. 

Setiap membran yang berubah warna diberi skor berdasarkan tingkatan warnanya. 

Percobaan uji kuantitatif kemampuan bakteri penghasil IAA, variabel bebas yang 

digunakan yaitu jenis isolat dan waktu inkubasi. Percobaan produksi IAA berdasarkan 

modifikasi metode Khalid dkk. (2004) menggunakan media Triptic Soy Borth sebanyak 

25 mL mengandung triptofan 200 µg/mL. Media tersebut diinokulasikan 2,5 mL suspensi 

bakteri umur 15 jam pada media TSB yang telah disamakan densitasnya (OD = 0,5 pada 

λ: 550 nm). Kontrol pembanding dibuat dengan menggunakan media uji IAA tanpa 

ditambahkan inokulum PGPR. Suspensi bakteri dan kontrol diinkubasi pada suhu 28º C 
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selama 72 jam. Konsentrasi IAA yang diproduksi setiap isolat diukur pada waktu 

inkubasi 0, 24, 48, dan 72 jam. Suspensi bakteri sebanyak 3 mL disentrifugasi 10.000 rpm 

selama 10 menit, supernatan sebanyak 2 mL direaksikan dengan 4 mL Reagen Salkowski, 

kemudian diinkubasi selama satu jam di ruang gelap. Hasil positif IAA ditandai dengan 

adanya perubahan warna media menjadi merah muda. Suspensi diukur intensitas warna 

yang terbentuk menggunakan spektrofotometer (λ = 535 nm). Konsentrasi IAA yang 

diproduksi masing-masing isolat dihitung berdasarkan persamaan pada kurva standar 

IAA. Data dianalisis menggunakan Two-way ANOVA univariat untuk mengetahui 

interaksi antarperlakuan pada taraf kepercayaan 95 % kemudian diuji Tukey 

menggunakan program SPSS for Windows release v.22 untuk menentukan isolat PGPR 

dengan kemampuan paling tinggi menghasilkan IAA secara kuantitatif. 

 

3.8.2 Uji kemampuan isolat PGPR sebagai pelarut fosfat 

Setiap isolat PGPR dievaluasi kemampuannya dalam melarutkan fosfat. Percobaan 

potensi isolat dalam melarutan fosfat berdasarkan Rancangan Acak Lengkap (RAL) 

faktorial dengan tiga kali ulangan. Percobaan uji kualitatif kemampuan perlarut fosfat, 

sebanyak 20 µL suspensi bakteri (OD dan usia sama) diteteskan ke blank disc  dan 

diinokulasikan pada media Pikovskaya Agar kemudian diinkubasi pada 30° C selama 5 

hari. Isolat dapat melarutkan fosfat apabila terdapat zona bening disekitar blank disc 

(Israwan dkk., 2015). 

Percobaan uji kuantitatif kemampuan pelarut fosfat, variabel bebas yang digunakan 

yaitu jenis isolat bakteri pelarut fosfat dan waktu inkubasi. Kemampuan bakteri pelarut 

fosfat diuji secara kuantitatif menggunakan metode Chauhan dkk. (2014) yang 

dimodifikasi. Kultur bakteri pada media agar sebanyak satu ose ditumbuhkan pada 100 

mL media Pikovskaya cair kemudian diinkubasi pada 30° C, kecepatan 120 rpm selama 

72 jam. Kultur bakteri disamakan densitasnya pada λ = 540 nm, sebanyak 10 % 

diinokulasikan ke 100 mL media Pikovskaya cair mengandung 0,5 % trikalsium fosfat 

(TCP). Keasaaman pH media sebelum diinokulasi, dinetralkan dan dibuat juga kontrol 

tanpa inokulum. Kedua perlakuan diinkubasi pada suhu 30° C kecepatan 120 rpm selama 

72 jam. Kultur bakteri sebanyak 3 mL disentrifugasi 10.000 rpm selama 20 menit, 

kemudian 1 mL supernatan ditambahkan 10 mL larutan amoniummolibdat dan 0,1 mL 

asam klorostan dan ditera hingga volume menjadi 50 mL. Suspensi dihomogenkan dan 

diinkubasi selama 10 menit, setelah itu diukur intensitas warna biru media pada panjang 

gelombang 660 nm. Konsentrasi fosfat terlarut ditentukan menggunakan persamaan kurva 
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standar fosfat dan diukur setiap 24 jam selama tiga hari (inkubasi 0, 24, 48, dan 72 jam) 

serta diukur pH akhir media PGPR setiap isolat (Chauhan dkk., 2014). Data dianalisis 

Two-way ANOVA univariat untuk mengetahui interaksi antarperlakuan pada taraf 

kepercayaan 95 % kemudian diuji Tukey menggunakan program SPSS for Windows 

release v.22 untuk menentukan isolat PGPR dengan kemampuan paling tinggi dalam 

melarutkan fosfat. 

 

3.8.3 Uji kemampuan isolat PGPR sebagai penambat nitrogen 

Isolat PGPR diuji kemampuannya dalam menambat nitrogen melalui dua tahap 

yaitu berdasarkan uji kolorimetri menggunakan Sera Ammonia Test Kit dan metode 

Nesslerisasi. Masing-masing uji dilakukan berdasarkan Rancangan Acak Lengkap (RAL) 

faktorial dengan tiga kali ulangan. Variabel bebas yang digunakan yaitu jenis isolat dan 

waktu inkubasi. Uji kolorimetri dilakukan berdasarkan modifikasi metode Latt dkk. 

(2013). Kultur setiap isolat disetarakan umur biakan, volume kultur, dan densitas selnya 

dengan densitas optik 0,5. Suspensi isolat 5 mL diinokulasi dalam 100 mL NFb cair tanpa 

penambahan Bromothymol Blue dan kontrol (media tanpa penambahan inokulum). 

Kontrol dan kultur uji diinkubasi dalam shaker inkubator 120 rpm, 30º C, selama tujuh 

hari. Kultur diambil 2 mL dan disentrifugasi pada 10.000 rpm, 28 º C, selama 15 menit. 

Supernatan diambil 1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Kandungan amonia 

supernatan ditentukan berdasarkan Sera Ammonia Test Kit. Indikasi aktivitas penambat 

nitrogen dari setiap isolat yaitu dengan adanya perubahan warna media dari bening 

menjadi hijau. 

Uji selanjutnya yaitu menggunakan metode Nesslerisasi dengan tiga kali ulangan. 

Kultur starter sebanyak 5 mL dari setiap isolat (10
7
 sel/mL) ditumbuhkan dalam 50 mL 

media NFb cair tanpa penambahan Bromothymol Blue. Media tanpa penambahan 

inokulum digunakan sebagai kontrol. Kontrol dan kultur uji diinkubasi dalam inkubator 

shaker pada suhu 30º C, kecepatan 120 rpm, selama tujuh hari. Amonia yang diproduksi 

setiap isolat diukur pada inkubasi 0, 1, 3, 5, dan 7 hari. Kultur diambil 2 mL dan ditambah 

larutan 0,01 mL ZnSO4, dan 2,5 µL NaOH 2N, diinkubasi pada suhu ruang hingga 

terbentuk endapan pada dasar tabung dan kultur berubah menjadi bening. Kultur 

disentrifugasi pada suhu 28º C, 10.000 rpm, selama 15 menit. Supernatan 1 mL 

direaksikan dengan 1 mL Reagen Nessler dan ditera sampai 10 mL kemudian diinkubasi 

selama 30 menit hingga supenatan berubah warna menjadi kekuningan dan suspensi 

diukur intensitas warna yang terbentuk menggunakan spektrofotometer λ = 425 nm. 
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Konsentrasi amonia dihitung berdasarkan persamaan kurva standar amonia (Ahmad dkk., 

2008). Data dianalisis Two-way ANOVA univariat untuk mengetahui interaksi 

antarperlakuan pada taraf kepercayaan 95 % kemudian diuji Tukey menggunakan 

program SPSS for Windows release v.22 untuk menentukan isolat dengan kemampuan 

paling tinggi sebagai penambat nitrogen. 

3.9 Karakterisasi Fenotip, Identifikasi dan Konstruksi Filogenetik Isolat PGPR  

3.9.1 Karakterisasi fenotip bakteri PGPR  

 Isolat rizobakteri unggul dikarakterisasi berdasarkan morfologi koloni dan 

morfologi sel menurut Fawole & Oso (2004). Pewarnaan Gram diawali dengan gelas 

objek dibersihkan menggunakan etanol 70 %, kemudian diberi sedikit akuades steril 

menggunakan jarum ose. Biakan rhizobakteria murni diambil menggunakan jarum ose 

dan diapuskan pada gelas objek yang telah berisi akuades. Preparat difiksasi hingga 

kering. Preparat dicat dengan cara meneteskan kristal violet selama satu menit, cat 

dibuang dan preparat dicuci dengan air mengalir. Preparat diteteskan larutan garam iodin 

selama satu menit kemudian dicuci kembali dengan air mengalir. Preparat diteteskan 

etanol 70 % selama 30 detik, preparat dicuci dengan air mengalir. Preparat diteteskan 

safranin selama satu menit, sisa cat dibuang dan preparat dikeringkan. Morfologi sel 

(jenis Gram, ukuran, dan bentuk sel) diamati menggunakan mikroskop cahaya perbesaran 

1000 kali.  

 

3.9.2 Identifikasi dan konstruksi pohon filogeni PGPR berdasarkan sekuen 16S rDNA  

Isolat PGPR unggul diekstraksi DNA kromosomalnya sesuai dengan protokol Zymo 

Kit. Kultur rhizobakteri sebanyak 6 ose disuspensikan dalam 200 µL akuades steril. 

Suspensi tersebut dipindahkan ke dalam tabung sample grinder dan dilisiskan 

menggunakan 750 µL BashingBead
TM

 Buffer. Suspensi divorteks selama lima menit 

kemudian disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama satu menit. Supernatan 

sebanyak 400 µL ditransfer ke Zymo-Spin
TM

 III-F Filter Tube dan disentrifugasi 8000 

rpm selama satu menit. Suspensi ditambahkan Genomic Lysis Buffer 1200 µL. Supernatan 

ditransfer 800 µL ke  Zymo-Spin
TM

 III-C Column pada collection tube dan disentrifugasi 

10.000 rpm selama satu menit. Supernatan ditransfer ke collection tube baru dilakukan 

tahapan yang sama hingga supernatan pada Zymo-Spin
TM

 III-C Column habis. Supernatan 

ditambahkan 200 µL DNA Pre-Wash Buffer ke Zymo-Spin
TM

 IIC Column baru dan 

disentrifugasi 10.000 rpm selama satu menit. Pada colection tube yang sama, suspensi 
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ditambahkan 500 µL g-DNA Wash Buffer dan disentrifugasi 10.000 rpm selama satu 

menit. Suspensi ditransfer ke tabung mikrosentrifus 1,5 mL baru dan ditambahkan 100 

µL DNA Elution Buffer. Suspensi disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 30 

detik untuk mengendapkan DNA murni. Sampel DNA disimpan pada suhu -20º C. 

Konsentrasi DNA diukur pada panjang gelombang 260 dan 280 nm menggunakan 

nanodrop.  

 Sekuen 16S rDNA bakteri diamplifikasi menggunakan PCR (Polymerase Chain 

Reaction) Thermocycler Amplitron
®

-1dengan primer universal 27f (5’-GAG AGT TTG 

CTG GCT CAG-3’) dan 1429r (5’-CTA CGG CTA TGT TAC GA-3’) (Wilson dkk., 

1990, Wang dkk., 2011). Suspensi Master mix bakteri sebanyak 40 µL dibuat dengan 

komposisi pada tabel 2 kemudian suspensi dihomogenkan dengan cara dispindown. 

Tabung PCR dimasukkan ke dalam mesin PCR dan dirunning sesuai program tabel 2. 

Tabel 1. Komposisi Master mix PCR untuk amplifikasi 16S rDNA 

Komposisi Volume (µL) Konsentrasi 

Nuclease-Free Water, Promega 11 - 

2x GoTaq
®
 Green Master Mix, Promega 20 - 

Primer 27f 2 10 pmol/µL 

Primer 1492r 2 10 pmol/µL 

DNA template bakteri 5 15 pmol/µL 

 (Promega, 2018) 

Tabel 2. Program reaksi PCR untuk amplifikasi 16S rDNA 

Tahap Suhu Waktu (menit) 

Denaturasi awal 94 ºC 5,0 

34 siklus : Denaturasi 

Annealing 

Ekstensi 

Ekstensi akhir 

94 ºC 

55 ºC 

72 ºC 

72 ºC 

0,5 

0,5 

1,5 

7,0 

  (Mihalache dkk., 2015) 

 Amplikon 16S rDNA diverifikasi menggunakan elektroforesis gel agarosa 1,5 % 

dengan cara melarutkan 0,2 g agrosa dalam 15 mL buffer Tris Boric EDTA (TBE).  

Suspensi agarosa dipanaskan hingga mendidih selama dua menit kemudian didinginkan 

pada suhu 50
o
 C. Ethidium bromida sebanyak 1 µL ditambahkan pada suspensi agarosa 

dihomogenkan dan dituangkan dalam cetakan yang telah dipasang sisir. Gel yang 

memadat dipindahkan ke dalam tangki. Tangki digenangi TBE hingga gel terendam. 

Sampel DNA sebanyak 5 µL dimasukkan dalam sumuran, kemudian dirunning selama 30 

menit pada 100 V kemudian divisualisasikan dengan UV-box transluminator. Ukuran pita 

16S rDNA ditentukan berdasarkan marker DNA (Sizer
TM

-1000 DNA Marker Solution, 

Intron Biotechnology) (Fatchiyah dkk., 2011).  
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 Amplikon 16S rDNA dipurifikasi dan disekuensing di First Base, Malaysia 

dengan primer 27f (5’AGAGTTTGATCMTGGC...AG-3’) dan 1492r (5’-

TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’). Amplikon disekuensing menggunakan 

Automatic Sequencer Analyzer ABI 3130. Sekuen 16S rDNA diedit  menggunakan 

program Sequencer Scanner V.1 dan digabungkan menggunakan CAP Contig Assembly 

pada program BioEdit V.7.2.5. Sekuen 16S rDNA diBLAST menggunakan program 

NCBI BLASTN dan urutan nukleotida ditentukan berdasarkan GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov (Oladunni dkk., 2016). Sekuen 16S rDNA isolat hasil 

isolasi dan strain acuan disejajarkan dengan ClustalW Multiple Alignment program 

MEGA V.6. Pohon filogeni dikonstruksi dan diinferensi menggunakan algoritma 

Maximum-Likehood (ML), matriks jarak evolusi dianalisis menggunakan model Tamura-

Nei dengan menggunakan bootstrap 1000 kali (Muthukumarasamy dkk., 2006). 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

4.1 Karakterisitik Parameter Lingkungan Rhizosfer Tanaman Kopi 

Sampel tanah diambil dari dua spesies tanaman kopi yang berbeda yaitu kopi 

Robusta (Dusun Sumbersari) dan kopi Arabika (Dusun Sumberwangi) pada ketinggian 

masing-masing  976 dan 1137 m di atas permukaan laut (dpl) (tabel 3). Karakteristik 

tanah rhizosfer dari kedua jenis kopi tersebut berwarna hitam atau coklat tua mencirikan 

jenis tanah Andosol. Jenis tanah ini setara dengan Ordo Andisols yang berada pada 

ketinggian 750-3.000 mdpl dan mengandung bahan vulkanik (Soil Survey Staff, 2010). 

 Parameter kimia tanah menunjukkan kandungan C-organik 4,33 ± 0,7 % pada 

tanah rhizosfer Kopi Arabika tergolong tinggi sedangkan pada Kopi Robusta 5,11 ± 0,82 

% digolongkan sangat tinggi. Kandungan bahan organik pada tanah rhizosfer Kopi 

Arabika 8,85 ± 1,42 mg/kg dan pada  Kopi Robusta 7,49 ± 1,21 mg/kg dikategorikan 

sangat tinggi. Kandungan nitrogen di tanah rhizosfer kedua jenis tanaman kopi 0,45 – 

0,51 % yang tidak berbeda nyata (p>0,05); akan tetapi kandungan nitrogen 0,51 ± 0,02 % 

pada tanah thizosfer Arabika tergolong tinggi sedangkan pada tanah Kopi Robusta 0,45 ± 

0,06 % tergolong sedang. Berdasarkan data tersebut, diketahui kandungan unsur karbon 

organik di tanah rhizosfer kedua jenis tanaman kopi lebih tinggi daripada kandungan 

nitrogen. Tingginya kadar C organik pada tanah tersebut dipengaruhi oleh bahan organik 

yang tinggi sehingga terjadi proses dekomposisi. Dalam hal ini proses dekomposisi 

sumber karbon di tanah masih rendah sehingga kadar nitrogen yang tersedia di tanah juga 

menjadi rendah (Leloup dkk., 2018). 

Ratio C/N pada rhizosfer tanaman Kopi Arabika 11,33 ± 0,57 lebih tinggi (p < 

0,05) dibandingkan dengan rhizosfer tanaman Kopi Robusta 8,66 ± 1,52 (Tabel 3). 

Menurut Pusat Penelitian, Pengembangan Tanah dan Agroklimat (2005), setiap jenis 

tanah memiliki kandungan C/N ratio yang optimal yang berbeda-beda. Jenis tanah andisol 

mengandung C/N rasio tinggi pada 6-10. Pada penelitian ini, C/N rasio dikedua tanah 

jenis kopi tergolong tinggi. Tanah rhizosfer tanaman Kopi Arabika memiliki rasio C/N 

yang tinggi karena di lokasi tersebut terdapat tegakan pohon pinus di sekitar pohon kopi. 

Daun-daun tegakan pohon pinus tersebut akan menjadi serasah di tanah. Serasah daun 

pinus dan daun kopi Arabika menyatu sehingga meningkatkan ketebalan serasah di tanah. 

Oleh karena serasah tersebut, ketersediaan bahan organik semakin tinggi sehingga 

berdampak pada tingginya sumber karbon organik dan rasio C/N. Berdasarkan penelitian 
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Amutha dkk. (2014) dan Khalif dkk. (2014), tanaman Kopi Robusta dan Arabika ditanam 

di agroforestri dengan tegakan pohon Pinus menghasilkan serasah sebagai penyedia 

bahan organik yang lebih banyak. Tegakan pohon ini berperan sebagai penjaga 

keseimbangan ekosistem bagi mikroba dekomposer serasah. Oleh karena itu C organik, 

N-total, dan bahan organik total tinggi, ditunjukkan dengan tingginya rasio C/N. 

Tingginya rasio C/N ini dapat menunjukkan kesuburan tanah sehingga tanah di UB Forest 

dapat dikategorikan sebagai tanah yang subur. 

Kandungan fosfor pada tanah rhizosfer kedua jenis tanaman kopi 1,96 - 3,07  

mg/kg yang tergolong rendah. Kandungan fosfor yang relatif lebih rendah pada tanah 

rhizosfer Kopi Robusta kemungkinan disebabkan unsur P di tanah dilepaskan oleh bakteri 

pelarut fosfat sehingga diameter batangnya relatif lebih besar daripada tanaman Kopi 

Arabika. Hal ini sesuai dengan Vacheron dkk. (2013) bakteri pelarut fosfat berperan 

dalam suplai melarutkan fosfat sehingga dapat diserap oleh tanaman sebagai nutrisi untuk 

pertumbuhan dan perkembangan tanaman.  

Keasaman atau pH tanah rhizhosfer pada kedua jenis tanaman kopi relatif sama 

(p>0,05). Berdasarkan kriteria penilaian sifat kimia tanah,  pH 4,0 ± 0,1 tanah rhizosfer 

tanaman Kopi Arabika dikategorikan sangat asam sedangkan pH 4,5 ± 0,4 tanah rhizosfer 

tanaman Kopi Robusta termasuk asam (Balai Penelitian Tanah, 2005). Kandungan pH 

tanah yang rendah disebabkan oleh tingginya kandungan bahan organik tanah 

menyebabkan terjadinya proses dekomposisi bahan organik oleh bakteri sehingga 

mengeluarkan asam-asam organik (Wicaksono, dkk., 2015).  

Faktor ketinggian tempat, tinggi pohon, dan intenstitas cahaya di tanah rhizosfer 

tanaman Kopi Arabika secara berurtan yaitu 976 ± 1,40 mdpl, 2,26 ± 0,06 m, dan 66 ± 9 

lux berbeda nyata (p<0,05) dibandingkan pada Kopi Robusta yaitu 1137 ± 2,50 mdpl, 1,8 

± 0,07 m, dan 412,38 ± 14,80 lux (Tabel 3). Tanaman Kopi Arabika, tinggi pohon 

mencapai lebih dari dua meter namun berdiameter 0,9 cm relatif lebih kecil dibandingkan 

diameter pohon Kopi Robusta yaitu 1,8 meter. Intensitas cahaya di lokasi perkebunan 

Kopi Robusta lebih tinggi daripada di lokasi perkebunan Kopi Arabika. Hal ini 

disebabkan sampel tanah rhizosfer di lokasi perkebunan Kopi Arabika diambil pada pukul 

8.00-10.00 sedangkan di perkebunan Kopi Robusta diambil pada pukul 10.00-12.00. 

Selain itu di perkebunan Kopi Arabika terdapat tegakan Pinus yang cukup berdekatan 

yang menaunginya sehingga intensitas cahaya di permukaan tanah menjadi rendah. Suhu 

udara, diameter pohon, dan jarak antarpohon tidak berbeda nyata antara kedua lokasi 
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perkebunan kopi (p>0,05). Suhu udara pada kedua lokasi berkisar antara 20-22º C lebih 

rendah dibandingkan dengan penelitian sebelumnya yaitu 22-24º C (Oktadiani, 2018). 

Tabel 3. Parameter lingkungan di lokasi perkebunan kopi 

Parameter 
               Tanah rhizosfer tanaman kopi 

Arabika Robusta P value 

C-organik (%) 4,33 ± 0,7
a
 5,11 ± 0,82

a
 0,27 

Bahan organik 8,85 ± 1,42
a
 7,49 ± 1,21

a
 0,14 

N-total (%) 0,51 ± 0,02
a
 0,45 ± 0,06

a
 0,15 

Rasio C/N 11,33 ± 0,57
b
 8,66 ± 1,52

a
 0,04* 

P-tersedia (mg/kg) 3,07 ± 0,95
a
 1,96 ± 0,46

a
 0,27 

pH  4,0 ± 0,10
a
 4,5 ± 0,40

a
 0,11 

Kadar air 99,55 ± 0,05
a
 99,6 ± 0,0

a
 0,19 

Suhu udara (ºC) 20,01 ± 1,60
a
 22,11 ± 0,91

a
 0,13 

Ketinggian tempat (mdpl) 976 ± 1,40
a
 1137 ± 2,50

b
 0,00* 

Intensitas cahaya (lux) 66 ± 9,0
a
 412,38 ± 14,80

b
 0,00* 

Diameter pohon (cm) 7,21 ± 0,84
a
 8,17 ± 1,50

a
 0,39 

Jarak antarpohon (m) 162,44 ± 19,50
a
 166,22 ± 6,80

a
 0,76 

Tinggi pohon (m) 2,26 ± 0,06
b
 1,80 ± 0,07

a
 0,02* 

Densitas PGPR (cfu/g)    

Bakteri pengasil IAA 0,15 ×10
6b

 0,10 ×10
6a

 0,05* 

Bakteri pelarut fosfat 0,14 ×10
6a

 0,17×10
6a

 0,10 

Bakteri penambat N 0,02×10
6a

 0,02×10
6a

 0,36 

Indeks Diversitas    

Bakteri pengasil IAA 0,86
a
 0,90

a
 - 

Bakteri pelarut fosfat 0,96
a
 0,90

a
 - 

Bakteri penambat N  0,97
a
 0,82

a
 - 

Keterangan: huruf yang sama pada setiap nilai parameter tanah menunjukkan tidak berbeda nyata 

(p>0,05) antara rhizosfer tanaman kopi Arabika dan Robusta  

  Kelimpahan bakteri PGPR di tanah rhizosfer menunjukkan densitas bakteri 

penghasil IAA, pelaruf fosfat, dan penambat nitrogen tidak berbeda nyata (p>0,05)  

antarkedua lokasi perkebunan kopi (Tabel 3). Densitas bakteri penghasil IAA di tanah 

rhizosfer tanaman Kopi Arabika sebanyak 0,15 ×10
6
 cfu/g lebih banyak (p<0,05) 

dibandingkan di lokasi Kopi Robusta 0,10 ×10
6
  cfu/g. Hal ini disebabkan jumlah bahan 

organik di tanah perkebunan Kopi Arabika 8,85 % relatif lebih tinggi daripada 7,49 % di 

lokasi Kopi Robusta. Namun demikian, kandungan C organik di tanah rhizosfer Kopi 

Arabika 4,3 % relatif lebih rendah dibandingkan 5,1 % di lokasi Kopi Robusta. Hal ini 

kemungkinan disebabkan rendahnya kandungan C-organik di tanah karena proses 

dekomposisi bahan organiknya yang tinggi sehingga kandungan nitrogen di tanah 

meningkat. Bakteri penghasil IAA selain membantu proses dekomposisi bahan organik 

juga menghasilkan hormon pertumbuhan bagi tanaman kopi. Hal ini didukung oleh 

penelitian Mohite (2013) dan Premachandra dkk. (2016) yaitu bakteri penghasil IAA dari 
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tanah rhizosfer dengan jumlah yang banyak dapat mensuplai hormon IAA yang berfungsi 

dalam pemanjangan sel dan pertumbuhan tanaman.  

Densitas bakteri pelarut fosfat di tanah rhizosfer Kopi Robusta 0,17 ×10
6
 cfu/g relatif 

lebih banyak daripada 0,14 ×10
6 

cfu/g di lokasi Kopi Arabika. Hal ini menunjukkan 

bahwa unsur P yang dilepaskan oleh bakteri pelarut fosfat yang berkembang biak pada 

rhizosfer tanaman Kopi Robusta menyebabkan kelimpahannya relatif lebih tinggi 

meskipun kandungan P relatif lebih rendah dibandingkan di tanah rhizosfer Kopi Arabika. 

Densitas bakteri pelarut fosfat dari rhizosfer kopi Robusta juga ditemukan pada penelitian 

Bagtaraj, dkk. (2015) namun jumlah densitas bakteri pelarut fosfat yang diperoleh lebih 

rendah yaitu 59×10
2
 cfu/g. Hal ini diduga karena jumlah bakteri pelarut fosfat yang tinggi 

berperan dalam melepaskan fosfor yang terikat pada mineral tanah untuk pertumbuhan 

dan perkembangan mikrobia serta tanaman (Li dkk., 2017).  

Densitas bakteri penambat nitrogen sama yaitu 0,02×10
6
 cfu/g pada tanah rhizosfer 

kedua jenis tanaman kopi. Hal ini juga didukung dengan kandungan nitrogen tanah di 

kedua lokasi perkebunan kopi juga relatif sama 0,45 % – 0,51%. Hasil penghitungan 

densitas tersebut lebih tinggi dari penelitian Bagtaraj, dkk. (2015) yang memperoleh 

densitas bakteri penambat nitrogen sebesar 27,7×10
3
 cfu/g dan 34×10

3
 cfu/g secara 

berturut-turut dari rhizosfer tanaman kopi Robusta dan Arabika. Perbedaan hasil densitas 

ini dimungkinkan karena faktor sifat kimia tanah yang berbeda sehingga menghasilkan 

jumlah densitas bakteri penambat nitrogen yang berbeda meskipun berasal dari rhizosfer 

tanaman kopi yang sama.  

Berdasarkan densitas bakteri PGPR tersebut maka dapat dikategorikan jumlahnya 

masih rendah. Hal ini dikarenakan densitas bakteri PGPR tersebut hanya lebih rendah dari 

10-100 juta (10
6
) seperti yang dilaporkan oleh Mukrin, dkk., (2019) bahwa jumlah 

densitas pada rentang tersebut mengindikasikan populasi bakteri yang tinggi di sekitar 

rhizosfer tanah. Hasil densitas PGPR penelitian ini berbeda diduga juga karena adanya 

kompetisi dengan bakteri tanah lainnya yang berada di rhizosfer tanah kedua kopi 

tersebut.  

 

4.2 Hubungan Parameter Lingkungan terhadap Densitas Bakteri PGPR pada 

Rhizosfer Tanaman Kopi 

 Analisis korelasi pada penelitian untuk menunjukkan pengaruh setiap parameter 

lingkungan rhizosfer tanaman kopi terhadap masing-masing densitas bakteri PGPR 

berdasarkan analisis korelasi Pearson dengan tingkat kepercayaan 90% (p≤0,1). Hasil 
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analisis menunjukkan terdapat parameter lingkungan yang memberikan pengaruh positif 

maupun negatif terhadap densitas setiap jenis bakteri PGPR. Densitas bakteri penghasil 

IAA dipengaruhi oleh parameter pH tanah (p≤0,05) dan diameter pohon (p≤0,08). Hasil 

penelitian menunjukkan bahwa semakin rendah pH tanah dan semakin kecil diameter 

pohon akan meningkatkan jumlah densitas bakteri penghasil IAA di rhizsofer tanaman 

kopi Arabika dan Robusta. Hal ini menunjukkan juga bahwa apabila diameter pohon 

tanaman kopi semakin besar menyebabkan meningkatnya jumlah serasah dan bahan 

organik yang memicu kadar air meningkat sehingga kondisi menjadi anaerob. Kondisi 

anaerob tersebut berdampak pada penurunan densitas bakteri penghasil IAA. 

 

Tabel 4. Hubungan antara parameter lingkungan terhadap densitas PGPR  

Parameter 

Densitas Bakteri 

IAA Pelarut fosfat Penambat nitrogen 

Korelasi P value Korelasi P value Korelasi P value 

Lingkungan        

pH tanah -0,79 0,05* 0,06 0,91 -0,77 0,07* 

Rasio C/N tanah 0,54 0,26 0,14 0,78 0,69 0,10* 

Bahan organik tanah 0,52 0,29 0,40 0,42 0,69 0,11 

C-organik tanah (%) -0,46 0,34 -0,56 0,24 -0,73 0,10* 

N-total tanah (%) -0,08 0,86 -0,34 0,50 -0,03 0,94 

P-tersedia tanah  0,46 0,35 -0,67 0,14 0,24 0,63 

Suhu tanah -0,49 0,31 0,69 0,12 -0,27 0,59 

Kadar air tanah -0,14 0,78 -0,47 0,34 -0,47 0,34 

Ketinggian tempat -0,31 0,54 -0,08 0,86 -0,49 0,32 

Intensitas cahaya -0,35 0,49 0,06 0,90 -0,53 0,27 

Diameter pohon -0,76 0,08* -0,12 0,81 -0,74 0,08* 

Jarak pohon  0,38 0,44 -0,17 0,73 0,49 0,31 

Tinggi pohon -0,18 0,73 -0,58 0,22 -0,4 0,42 

Densitas PGPR        

Bakteri pengasil IAA 1,00 0,00 0,00 0,99 0,86 0,03* 

Bakteri pelarut fosfat 0,00 0,99 1,00 0,00 0,41 0,41 

Bakteri penambat N  0,86 0,03* 0,41 0,41 1,00 0,00 

Indeks Diversitas PGPR       

Bakteri penghasil IAA -0,49 0,32 0,26 0,62 -0,51 0,31 

Bakteri pelarut fosfat 0,49 0,32 -0,26 0,62 0,51 0,31 

Bakteri penambat N  0,49 0,32 -0,26 0,62 0,51 0,31 
Keterangan: tanda (*) menunjukkan ada korelasi (p≤0,1), nilai positif (+) r-hitung (berkorelasi 

positif), nilai negatif (-) r-itung (berkorelasi negatif) menurut uji korelasi Pearson 

Densitas bakteri pelarut fosfat dari rhizosfer kopi Arabika dan Robusta dipengaruhi 

oleh ketersediaan P (p>0,14) dan suhu tanah (p>0,12). Meskipun tidak berbeda 

signifikan, kedua parameter tersebut paling mendekati standar korelasi. Parameter 

ketersediaan P yang rendah dan kondisi suhu yang tinggi dapat meningkatkan densitas 

bakteri pelarut fosfat. Hal ini dapat diartikan bahwa jumlah ketersediaan P yang sedikit di 

tanah memacu bakteri pelarut fosfat di tanah untuk memproduksi P terlarut lebih banyak 
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sehingga densitas bakteri pelarut fosfat semakin banyak. Meskipun densitas bakteri 

pelarut fosfat meningkat pada suhu tanah yang semakin tinggi yaitu hanya pada suhu 20-

37° C. Hal ini dikarenakan pada suhu tersebut, densitas bakteri pelarut fosfat 

memproduksi enzim fosfatase secara optimal untuk melarutkan P. Apabila suhu tanah 

melebihi 37° C mengakibatkan viabilitas bakteri pelarut fosfat menurun. Penelitian 

Dewanti, dkk. (2016) menunjukkan bahwa densitas bakteri pelarut fosfat mengalami 

penurunan dalam melarutkan P ketika diinkubasi pada suhu tinggi (58° C) akibat dari 

bakteri pelarut fosfat yang tidak mampu menghasilkan asam-asam organik.  

Sifat kimia tanah seperti pH (p≤0,07), rasio C/N (p≤0,10) dan C organik (p≤0,10) 

berpengaruh terhadap densitas bakteri penambat nitrogen. Berdasarkan korelasi Pearson, 

semakin rendah pH dan C organik tanah akan meningkatkan densitas bakteri penambat 

nitrogen sedangkan jumlah rasio C/N yang tinggi akan meningkatkan densitas bakteri 

penambat nitrogen. Bahan organik tanah (p>0,10) meskipun tidak berbeda signifikan juga 

memiliki pengaruh yang paling dekat dari 3 parameter tanah yang disebutkan 

sebelumnya. Penelitian Antralina, dkk. (2015) menyebutkan bahwa densitas bakteri 

penambat nitrogen dipengaruhi oleh suplai ketersediaan sumber energi di tanah seperti 

jumlah C/N rasio dan bahan organik di tanah. Selain itu disebutkan juga kandungan C 

organik yang tinggi menyebabkan densitas bakteri penambat nitrogen semakin 

meningkat. Namun, hasil densitas bakteri penambat nitrogen dari rhizosfer kopi 

menunjukkan semakin kecil nilai C organik akan meningkatkan densitas bakteri 

penambat nitrogen. Hal ini diduga karena adanya faktor dekomposisi bahan organik di 

tanah dari sumber yang berbeda-beda.  

Hasil penelitian juga menunjukkan adanya korelasi positif (r>0,86) dan signifikan 

(p<0,05) antara densitas bakteri penambat nitogen terhadap densitas bakteri penghasil 

IAA. Hal ini mengindikasikan bahwa peningkatan densitas bakteri penambat nitrogen 

juga diikuti dengan meningkatnya densitas bakteri penghasil IAA. Hal ini diduga karena 

kedua jenis bakteri PGPR tersebut sama-sama dipengaruhi oleh pH, C organik dan N- 

total dalam jumlah yang rendah serta faktor rasio C/N, ketersediaan P dan bahan organik 

dalam kadar yang tinggi akan meningkatkan jumlah densitas bakteri penambat nitrogen 

dan penghasil IAA. Meskipun densitas bakteri penambat nitrogen tidak berbeda 

signifikan (p>0,1) terhadap densitas bakteri pelarut fosfat, namun pertambahan densitas 

bakteri penambat nitrogen juga diikuti dengan meningkatnya densitas bakteri pelarut 

fosfat. Hal ini menunjukkan bahwa amonium yang disuplai oleh bakteri penambat N2 
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dimanfaatkan oleh bakteri penghasil IAA dan pelarut fosfat untuk sintesis protein dan 

pertumbuhan selnya.  

Penelitian ini juga menganalisis hubungan seluruh parameter lingkungan secara 

terhadap densitas bakteri PGPR untuk melihat pola karakteristik parameter lingkungan 

yang mempengaruhi densitas bakteri PGPR di setiap jenis rhizosfer tanaman kopi 

disajikan berdasarkan analisis multivariat biplot pada Gambar 11. 

 
 

Gambar 11. Korelasi faktor lingkungan rhizosfer tanaman kopi di UB Forest berdasarkan 

analisis multivariat 
KA1 = tanah kopi Arabika 1, KA2 = tanah kopi Arabika 2, KA3 = tanah kopi Arabika 

3, PA = P-tersedia, C/N = rasio C/N, OM= bahan organik, OC= C organik, SpH = pH 

tanah, LI = intensitas cahaya, T= suhu tanah, WHC = kadar air, Al = ketinggian, NFB 

= densitas bakteri penambat nitrogen, IAA= densitas bakteri penghasil IAA, PSB= 

densitas bakteri pelarut fosfat, IDI = indeks diversitas bakteri IAA, IDN = indeks 

diversitas bakteri penambat nitrogen dan IDF = indeks diversitas bakteri pelarut 

fosfat 

 

Hasil analisis multivariat menunjukkan bahwa terdapat dua kelompok karakteristik 

rhizosfer tanaman kopi yaitu KA (kopi Arabika) dan KR (kopi Robusta) yang dicirikan 

oleh adanya hubungan keterkaitan antara setiap parameter lingkungan terhadap densitas 

dan diversitas setiap jenis PGPR dari masing-masing jenis tanaman kopi. Rasio C/N 

(C/N) berpengaruh terhadap peningkatan jumlah densitas bakteri penghasil IAA dan 

penambat nitrogen (NFB). Hal ini mengindikasikan bahwa rasio C/N rhizosfer Arabika 

hanya berpengaruh terhadap peningkatan kelimpahan bakteri penghasil IAA dan bakteri 

penambat nitrogen. Hasil ini sesuai dengan analisis korelasi Pearson bahwa sumber 

nutrisi tanah mempengaruhi densitas bakteri penghasil IAA dan penambat nitrogen. Dari 
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berbagai sumber nutrisi tanah yang mempengaruhi, peran rasio C/N yang paling 

berpengaruh berdasarkan analisis biplot ini. Selain meningkatkan densitas bakteri 

penghasil IAA dan penambat nitrogen, indeks diversitas bakteri pelarut fosfat dan bakteri 

penambat nitrogen dipengaruhi oleh faktor rasio C/N tersebut. Meskipun demikian, 

peningkatan densitas bakteri IAA tidak diikuti dengan meningkatnya indeks diversitas 

bakteri penghasil IAA di rhizosfer kopi Arabika. Keberagaman jenis spesies bakteri 

penghasil IAA diduga dipengaruhi oleh faktor jenis tanaman lainnya. Faktor ketinggian 

tempat rhizosfer (Al) meningkatkan indeks diversitas bakteri penghasil IAA akan tetapi 

densitas bakteri penghasil IAA dan penambat nitrogen serta indeks diversitas bakteri 

penambat nitrogen dan pelarut fosfat menurun di rhizosfer kopi Robusta. Penelitian 

Amutha dkk. (2011) dan Sari dkk. (2013) menyebutkan bahwa faktor ketinggian tempat 

memengaruhi tingkat keasaman tanah, suhu udara, dan jumlah bahan organik tanah yang 

cenderung tinggi sehingga kelimpahan bakteri tanah semakin meningkat. Faktor 

lingkungan lainnya seperti ketersediaan P (PA) dan kadar air (WHC) menunjukkan 

pengaruh yang lemah terhadap kelimpahan densitas dan indeks diveristas PGPR. 

Berdasarkan analisis korelasi dan multivariat dapat disimpulkan bahwa parameter 

lingkungan seperti pH tanah, rasio C/N, bahan organik, C-organik, N-total, P-tersedia, 

diameter pohon dan ketinggian tempat penanaman kopi berpengaruh terhadap tinggi 

rendahnya densitas dan indeks diversitas bakteri PGPR dari rhizosfer tanaman kopi 

sedangkan.  

4.3 Diversitas Bakteri Rhizosfer Tanaman Kopi Di UB Forest 

Metode analisis metagenomik digunakan untuk memperoleh profil struktur dan 

komunitas bakteri di rhizosfer tanaman kopi. Berdasarkan analisis Operating Taxonomy 

Unit (OTU) diperoleh 314.568 sekuen yang terdiri dari 159.658 sekuen pada tanah 

rhizosfer tanaman Kopi Robusta dan 155.910 sekuen pada tanah rhizosfer tanaman Kopi 

Arabika. Data sekuen (effective tag) DNA dikelompokkan berdasarkan tingkat kemiripan 

97 % ke dalam OTU. Pada konstruksi OTU diperoleh infromasi dari kedua sampel tanah 

rhizosfer tanaman kopi yang terdiri dari total tags, taxon tags, unclassified tags, dan 

unique tags (Tabel 5). 
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Tabel 5. Data analisis statistik konstruksi OTU 

Informasi 
Tanah rhizosfer tanaman kopi 

Robusta Arabika 

Total tags 133.619 134.784 

Taxon tags 110.333 108.737 

Unclassified tags 0 0 

Unique tags 24.451 24.882 

OTUs 2.174 2.225 
Keterangan: Total tags:jumlah tag efektif, taxon tags: jumlah tag anonasi, unclassified tags: jumlah 

tag tidak teranonasi, unique tags: jumlah tag dengan frekuensi lebih dari 1 yang ada pada satu 

sampel, OTU: identifikasi jumlah OTU pada sampel yang berbeda 

 

Jumlah takson setiap sampel menunjukkan nilai yang tidak berbeda nyata. 

Meskipun demikian, jumlah 110.333 takson pada tanah rhizosfer tanaman Kopi Robusta 

lebih banyak dibandingkan 108.737 takson pada Tanaman Kopi Arabika. Kingdom 

Bakteria dan Archaea jumlahnya mendominasi dibandingkan kingdom lainnya (Gambar 

12), dan diperoleh 4.399 OTU pada tingkat kemiripan 97 % pada kedua jenis tanah 

rhizosfer tanaman kopi. Jumlah OTU pada tanah rhizosfer tanaman Kopi Arabika yaitu 

2.225 OTU sedangkan pada tanah rhizosfer Kopi Robusta diperoleh 2.174 OTU. 

Informasi struktur komunitas bakteri dari rhizosfer tanaman kopi Arabika dan Robsuta di 

UB Forest sangat diperlukan. Hasil informasi tersebut dapat dimanfaatkan untuk 

memperbaiki sistem pengelolaan lahan kopi dengan cara memperbanyak bakteri tanah 

yang melimpah. Hal ini juga dilakukukan oleh Meena dkk., (2017) bahwa keberadaan 

mikroba indigenus di tanah menjadi fokus yang penting bertujuan untuk mengeksplorasi 

keragaman ekologi pada lahan pertanian. Meskipun demikian, untuk memahami secara 

keseluruhan terkait struktur komunitas bakteri tanah berkaitan erat dengan faktor 

lingkungan tanah, hewan tanah dan jenis tanaman. Menurut  Wallenstein & Hall, (2012) 

dan Shi, dkk. (2014)  struktur komunitas bakteri tanah sangat dipengaruhi oleh iklim, 

ketersediaan nutrisi tanah, diversitas tanaman, suhu, dan kelembaban tanah. Selain itu, 

ketersediaan mikronutrisi juga berperan penting pada tanaman yang dapat mensuplai 

lingkungan sehat bagi pertumbuhan komunitas bakteri di area tanah rhizosfer (Ghosh 

dkk., 2017).  
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Gambar 12. Jumlah sekuen tag yang terdiri dari Kingdom Bakteri dan Archaea 

Dalam penelitian ini juga dianalisis komposisi 10 filum dengan kelimpahan relatif 

tertinggi pada masing-masing tanah rhizosfer tanaman kopi (Gambar 13). Filum 

Proteobacteria mendominasi di kedua tanah rhizosfer tanaman kopi dengan komposisi 39 

% pada Kopi Arabika dan 49,27 pada Kopi Robusta.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 13. Komposisi filum mikroba tanah rhisofer tanaman Kopi Robusta dan Arabika 

Tujuh filum lainnya menunjukkan kelimpahan yang relatif rendah yaitu 

Chloroflexi, Firmicutes, Gennatimonadetes, Nitrospirae, Rhaumarchaeota, Bacteroidetes, 

dan Verrucomicrobia. Kelimpahan relatif filum mikrobia pada tanah rhizosfer Kopi 

Robusta yaitu Actinobacteria 20,76 %, Acidobacteria 12,21 %, Chloroflexi 3,02 %, 

Firmicutes 4,85 %, Gemmatinonadetes 2,65 %, Nitrospirae 2,82 %, Thaumarchaeota 1,21 

%, Bacteroidetes 1,27 %, dan Verrucomicrobia 0,69 %. Kelimpahan relatif filum 

mikrobia pada tanah rizosfer tanaman Kopi Arabika yaitu Actinobacteria 24,25 %, 

Acidobacteria 13,08 %, Chloroflexi 6,91%, Firmicutes 5,05 %, Gemmatinonadetes 4,77 

%, Nitrospirae 2,42 %, Thaumarchaeota 1,61 %, Bacteroidetes 0,5 %, dan 
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Verrucomicrobia 0,65 %.  Filum Proteobacteria yang mendominasi tanah rhizosfer juga 

didapatkan oleh Rasche, dkk. (2011), Dai, dkk. (2018) dan Wang, dkk. (2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 14. Komposisi kelas (a), ordo (b), dan famili (c) bakteri tanah rhizosfer tanaman 

Kopi Robusta dan Arabika di UB Forest 

a 

b 

c 
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 Kelimpahan relatif Kelas Alphatobacteria dominan pada kedua jenis tanah 

rhizosfer tanaman kopi meskipun persentase distribusi berbeda yaitu 42,90 % pada Kopi 

Robusta dan 30,07 % pada Kopi Arabika. Kelimpahan relatif kelas mikroba pada tanah 

rhizosfer Kopi Robusta antara lain: Thermoleophilia 10,52 %, Unidentified 

Actinobacteria 9,96 %, Betaprotobacteria 8,82 %, Deltaprotobacteria 6,49 %, 

Gammaproteobacteria 5,94 %, Acidimicrobiia 5,15 %, unidentified Acidobacteria 4,25 %, 

unidentified Gemmatimonadetes 3,43 %, dan JG-AG-4 1,17 %. Secara umum, komposisi 

kelimpahan relatif taksa kelas dari rhizosfer Kopi Arabika tidak jauh berbeda dengan 

rhizosfer Kopi Robusta. Kelimpahan relatif Kelas Unidentified Actinobacteria 13,2 % dan 

Thermophilia 13,06 % cenderung lebih tinggi dibandingkan kedua kelas tersebut pada 

tanah rhizosfer Kopi Robusta. Kelimpahan relatif  Kelas Betaproteobacteria pada 

rhizosfer Kopi Arabika 0,4 % sedangkan kelimpahan relatif Unidentified Acidobateria, 

Deltaprotobacteria, dan Unidentified Gemmatimonadetes pada rhizosfer tersebut 

mencapai 6 % hampir sebanding dengan kelimpahan relatif Deltaproteobacteria pada 

rhizosfer Kopi Robusta. Tiga takson yang kelimpahan relatifnya paling rendah pada 

rhizosfer Kopi Robusta yaitu Gammaproteobacteria 5,79 %, JG37-AG-4 4,9 %, dan 

Acidimicrobiia 3,8%.  

Kelimpahan relatif pada level ordo, Rhizobiales mendominasi tanah rhizosfer kedua 

jenis tanaman kopi meskipun kelimpahan relatif ordo tersebut lebih tinggi di tanah 

rhizsofer Kopi Robusta. Kelimpahan relatif Ordo Gaiellales, Acidobateriales, 

Rhodospirillales, Gemmatimonadales, Frakiales, Nitrosomonadales, Acidimicrobiales, 

Myxococcales, dan Solirubrobactiales pada tanah rhizosfer kedua jenis tanaman kopi 

hampir sama (Gambar 14b). Berdasarkan taksa famili, tanah rhizosfer kedua jenis 

tanaman kopi didominasi oleh Famili Xanthobacteraceae yang kelimpahan relatifnya 

lebih tinggi pada rhizosfer Kopi Robusta sebesar 10%. Famili Acidobacteriaceae 

(Subgroup 1) dan Gemmatimonadaceae memiliki komposisi yang hampir sama dengan 

Famili Xanthobacteraceae pada rhizosfer Kopi Arabika (Gambar 14c).  

Pada level genus, terdapat lima genus bakteri dominan yaitu Bradyrhizobium, 

Acidotermus, Lactobacillus, Anaeromyxobacter, dan Acidibacter. Meskipun pada tanah 

rhizosfer kedua jenis tanaman kopi ditemukan genus bakteri yang sama, tetapi genus-

genus tersebut kelimpahan relatifnya berbeda. Pada rhizosfer Kopi Arabika tiga genus 

bakteri dengan kelimpahan relatif paling tinggi yaitu  Bradyrhizobium 3,12 %, 

Acidothermus 2,91 %, dan Anaeromyxobacter 2,55 %; sedangkan pada rhizosfer Kopi 

Robusta yaitu Bradyrhizobium 6,14 %, Lactobacillus 2,72 %, dan Acidibacter 2,16 % 
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(Gambar 15). Hasil ini menunjukkan bahwa Genus Bradyrhizobium dominan pada 

rhizosfer kedua jenis tanaman kopi meskipun kelimpahan relatifnya lebih tinggi terdapat 

di rhizosfer Kopi Robusta.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 15. Komposisi genus bakteri pada tanah rhisofer Kopi Robusta dan Arabika 



46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 16. Pohon filogeni bakteri 

rhizosfer Kopi Robusta dan Arabika di 

UB Forest  
               

              Perbedaan warna setiap cabang 

menunjukkan filum yang berbeda. 

Kelimpahan relatif setiap genus masing-

masing sampel ditampilkan di luar 

lingkaran berbentuk diagram batang 
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Gambar 17. Kelimpahan relatif spesies bakteri rhizosfer Kopi Robusta (a) dan Arabika 

(b) di UB Forest 

a 

b 
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Pohon filogeni (Gambar 16) dibuat menggunakan sekuen terbaik 16S rDNA dari 

100 genus bakteri tanah rhizosfer tanaman kopi. Berdasarkan pohon filogeni tersebut, 

informasi setiap tingkat taksa dibedakan berdasarkan cabang warna sedangkan diagram 

batang di luar lingkaran menunjukkan jumlah kelimpahan relatif genus bakteri pada tanah 

rhizosfer masing-masing jenis tanaman kopi. Warna oranye menunjukkan kelimpahan 

relatif bakteri pada tanah rhizosfer Kopi Robusta sedangkan warna merah pada tanah 

rhizosfer tanaman Kopi Arabika. Berdasarkan gambar (Gambar 16) menunjukkan spesies 

bakteri yang dominan adalah Bradyrhizobium elkani dengan kelimpahan relatif bakteri 

pada tanah  rhizosfer Kopi Robusta dan Arabika secara berurutan 75 % dan 62,5 % 

(Gambar 17). Empat spesies bakteri selain Bradyrhizobum elkanii dengan kelimpahan 

relatif tinggi pada rhizosfer Kopi Robusta adalah Lactobacillus fermentum, Nitrospira 

japonica, Bacteria Ellin6517, dan Brevundimonas diminuta sedangkan pada rhizosfer 

Kopi Arabika yaitu Nitrospira japonica, Bacterium Ellin6517, Brevundimonas diminuta, 

dan Bacillus drentensis.  

Pada umumnya Bradirhyzobium elkanii hidup bersimbiosis dengan tanaman 

leguminosa (Reeve dkk., 2017). Namun pada penelitian ini, B. elkanii berada di rhizosfer 

tanaman kopi yang diketahui sebagai tanaman non simbiosis. Hal ini diduga keberadaan 

bakteri tersebut melimpah dipengaruhi oleh jenis tanaman kacang-kacangan oleh petani 

setempat atau jenis tanaman lain yang termasuk dalam kelompok Fabaceae yang tumbuh 

liar di sekitar tanaman kopi. Meskipun belum ada informasi dan tidak ditemukan tanaman 

polong-polongan di kedua lokasi pengambilan sampel, namun terdapat tanaman invasif 

dari Famili Fabaceae di agroforestri UB Forest. Menurut Rahma, dkk. (2017) tanaman 

invasif dari jenis tanaman Fabaceae yaitu Kaliandra (Caliandra perturicensis). Diduga 

tanaman invasif tersebut berperan sebagai penyebab melimpahnya Bradirhyzobium 

elkanii dari rhizosfer kedua jenis tanaman kopi. Penelitian terkait struktur komunitas 

bakteri rhizosfer dari tanaman kopi menggunakan analisis metagenomik 16S bakteri tanah 

belum ditemukan oleh penelitian lain sehingga spesies bakteri ini hanya khas didapatkan 

dari rhizosfer tanaman kopi Arabika dan Robusta di UB Forest.  

Bradyrhizobium elkanii merupakan bakteri aerob, motil, Gram negatif, dan tidak 

membentuk spora. Bakteri tersebut berperan sebagai biofertilizer alami pada tanaman 

leguminosa (Rumjanek dkk., 1993; Zhang dkk., 2008; Perrineau dkk., 2011) karena 

berpotensi sebagai asimilasi amonia. Selain itu memiliki gen penyandi sintesis auksin 

pada tanaman, mampu mengasimilasi sulfur, melarutkan fosfat, dan menghasilkan asam 

organik. Aktivitas metabolisme rhizobakteri tersebut yaitu mampu memproduksi IAA, 
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siderofor, HCN, dan amonium yang dapat mendukung pertumbuhan tanaman (Ahemed & 

Kibert, 2014; Crovadore dkk., 2016; Sprent dkk., 2017). Senyawa metabolit tersebut juga 

dipengaruhi dari oleh jenis tanaman karena tanaman mengeluarkan eksudat berupa 

senyawa kimia dan biologi melalui perakaran tumbuhan ke tanah disekitarnya. Hasil 

eksudat tersebut dimanfaatkan juga oleh bakteri untuk memperbanyak jumlah koloni 

bakteri rhizosfer (Jha & Saraf, 2015). 

Komunitas bakteri rhizosfer tanaman kopi dianalisis berdasarkan diversitas alfa dan 

beta serta Indeks Shannon-Wiener dan Simpson. Hal ini bertujuan untuk mengamati 

profil keseimbangan bakteri rhizosfer di setiap sampel, mendeteksi ada tidaknya spesies 

yang mendominasi, dan kelimpahan bakteri rhizosfer. Diversitas alfa mendeteksi jumlah 

spesies yang berbeda pada setiap sampel. Berbeda dengan diversitas alfa, diversitas beta 

mengidentifikasi perbedaan komposisi bakteri rhizosfer antarsampel yaitu antara tanah 

rhizosfer Kopi Robusta dan Arabika (Tabel 6). Pada tabel 6 menunjukkan struktur 

komunitas bakteri relatif sama antara rhizosfer Kopi Arabika dan Robusta.   

Tabel 6. Struktur komunitas dan diversitas bakteri rhizosfer Kopi Arabika dan Robusta 

Jenis kopi OTU  Chao1 ACE Shannon-Wiener Simpson 

Robusta 2107 2.177.073 2.170.569 8,692 0,990 

Arabika 2225 2.282.249 2.305.395 8,964 0,995 
Keterangan: kekayaan dan diveristas komunitas bakteri dianalisis berdasarkan tingkat kesamaan 97 

% sekuen 16S rDNA, dengan Chao1 richness estimator: jumlah total OTU dari setiap sampel. 

Jumlah tertinggi mengindikasikan kekayaan spesies yang tinggi. Indeks Shannon dan Simpson 

menunujukkan diveristas spesies bedasarkan kekayaan spesies dan kelimpahan relatif spesies, nilai 

yang tinggi menunjukkan diveristasnya tinggi.  
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Gambar 18. Profil komunitas bakteri rhizosfer Kopi Arabika (ACS) dan Robusta (RCS) 

Kurva kelimpahan relatif spesies bakteri (a), kurva jumlah spesies yang diamati (b), 

jumlah spesies pada masing-masing jenis tanaman kopi (c) 

Berdasarkan kurva rarefaction (Gambar 18a) kelimpahan relatif spesies bakteri 

antara tanah rhizosfer Kopi Arabika (ACS) dan Kopi Robusta (RCS) relatif tidak berbeda 

pada rank spesies 1000. Pada rentang spesies 1000-2300 kelimpahan relatif spesies mulai 

berbeda, rank spesies tanah rhizosfer Kopi Arabika (ACS) dan Kopi Robusta sebanyak 

2225 OTU. Hal ini juga didukung dengan nilai kekayaan spesies, jumlah spesies yang 

dapat diamati pada kedua jenis rhizosfer tersebut sebanyak 1500 spesies berdasarkan 

20.000 sekuen 16S rDNA yang dianalisis (Gambar 18b). Namun demikian jumlah spesies 

bakteri pada tanah rhizosfer Kopi Robusta (RCS) lebih banyak dibandingkan rhizosfer 

Kopi arabika (ACS). Berdasarkan jumlah OTU menunjukkan adanya spesies bakteri yang 

berbeda pada kedua jenis rhizosfer Kopi Arabika dan Kopi Robusta, tetapi diduga juga 

terdapat spesies yang sama pada kedua jenis rhizosfer tersebut. Berdasarkan analisis 

diagram venn-flower (Gambar 18c) menunjukkan 400 spesies yang hanya ada di rhizosfer 

Kopi Arabika (ACS), sedangkan 282 spesies hanya terdapat di rhizosfer Kopi Robusta 

(RCS). Spesies bakteri yang sama dan ditemukan pada tanah rhizosfer kedua jenis 

tanaman kopi tersebut sebanyak 1825.  

4.4 Potensi PGPR  Rhizosfer Tanaman Kopi UB Forest  

4.4.1 Potensi bakteri penghasil IAA 

Isolat bakteri penghasil IAA di tanah rhizosfer Kopi Arabika dan Kopi Robusta 

secara berurutan berjumlah 33 isolat dan 12 isolat. Berdasarkan hasil penelitian secara 

kualitatif menunjukkan bahwa isolat S1.6.3.2 bakteri dari rhizosfer Kopi Robusta 

memiliki nilai tertinggi 4  sedangkan isolat W2.4.4.1, W2.4.4.2, W1.5.2, dan W2.4.3.1 

(c) 
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memiliki rata-rata nilai tertinggi 1,67 sebagai penghasil IAA (Gambar 19). Isolat-isolat 

W1.3.4, W1.3.3, W1.4.5.3, W1.4.1, W3.3.3, W2.2.2, dan W1.4.5.2. secara kualitatif tidak 

menunjukkan potensi memproduksi hormon IAA, sehingga perlu diuji potensinya secara 

kuantitatif. Isolat yang menunjukkan warna merah muda pada membran nutriselulosa saat 

direaksikan dengan Reagen Salkowsi mengindikasikan potensinya memproduksi hormon 

IAA. Terjadinya warna merah muda pada membran nitroselulosa karena adanya interaksi 

antara IAA dan Fe yang terdapat dalam Reagen Salkowski membentuk senyawa 

kompleks [Fe2(OH)2(IA)4] (Kovacs, 2009).  

Tabel 7. Potensi kualitatif bakteri rhizosfer tanaman kopi penghasil IAA  

Jenis Kopi Isolat Skor IAA Isolat Skor IAA Isolat Skor IAA 

Robusta S1 4.3 2,67 S1 4 1,33 S2 3.4 3,33 

S2 2.2 2,00 S3 4.2 0,67 S1 6.2 0,67 

S2 2.3 2,00 S1 6.1 2,67 S1 6.3.1 2,67 

S1 4.1 1,67 S1.1 0,67 S1 6.3.2 4,00 

Arabika W1 6.2 0,33 W3 3.4 0,33 W2 4.4.2  1,67 

W2 2.3 0,67 W1 4.3 0,33 W2 3.4.1 0,33 

W1 3.4 0 W1 4.5.1 0,67 W1 5.2 1,67 

W2 4.3.2 1,33 W3 3.2 0,33 W3 4.2 0,67 

W2 3.1 0,33 W2 4.2 1,33 W1 4.1 0 

W3 3.1 0,33 W1 4.6 1 W3 3.3 0 

W3 4.3 0,67 W2 3.2 0,67 W2 4.3.1 1,67 

W1 3.3 0 W2 6.2 1,33 W3 4.1 1 

W1 4.5.3 0 W2 6.1.1 0,33 W2 2.2 0 

W2 2.1 0,67 W1 3.1.2 1,33 W1 4.5.2 0 

W2 6.1 0,33 W2 4.4.1 1,67 W1 4.2 0,67 

 

 

 

 

Gambar 19. Skoring warna pada membran nutriselulosa yang diteteskan Reagen 

Salkowski (a) putih skor 0-0,99 (b) pink muda 1,0-1,9 (c) pink tua 2 (d) merah sedang 

2,1-3,0 dan (e) merah 3,1-4,0 
 

 Semua isolat bakteri penghasil IAA kemudian diuji secara kuantitatif dalam 

memproduksi hormon IAA pada media Triptic Soy Broth yang mengandung 200 µg/mL 

tritofan. Hasil analisis menunjukkan ada perbedaan signifikan (p<0,05) potensi antarisolat 

dalam memproduksi hormon IAA (Gambar 20). Isolat-isolat bakteri rhizosfer Kopi 

Arabika dan Robusta secara berurutan mampu memproduksi IAA rata-rata antara 11,13-

88,12 µg/mL dan 13,94-104,46 µg/mL. Isolat W2.4.4.1 yang memiliki nilai tertinggi pada 

uji kualitatif juga memiliki potensi tertinggi memproduksi hormon IAA 88,12 µg/mL 

sedangkan isolat W1.4.5.3 dari rhizosfer Kopi Arabika skor warna nol juga memiliki 

a b d c e 
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potensi terendah dalam produksi hormon IAA. Berdasarkan penelitian Muleta dkk. (2013) 

produksi IAA tertinggi 57,08 µg/mL dihasilkan oleh bakteri rhizosfer dari tanah Kopi 

Arabika di Hutan Ethiopia. Hal ini menunjukkan bahwa hormon IAA yang dihasilkan 

oleh bakteri rhizosfer Kopi Arabika di UB Forest 31,04 µg/mL lebih tinggi daripada 

isolat dari hutan Eithopia. Selain isolat W1.4.5.3, enam isolat bakteri penghasil IAA 

lainnya dengan skor 0 pada uji kualitatif, yaitu W1.3.3, W2.2.2,  W1.4.5.2,  W1.4.1,  

W3.3.3, dan  W1.3.4 secara berurutan mampu memproduksi hormon IAA 15,65 µg/mL, 

31,30 µg/mL, 15,14 µg/mL, 65,16 µg/mL, 25,52 µg/mL, dan 48,87 µg/mL.  

 Isolat S1.4.1 bakteri rhizosfer Kopi Robusta memiliki potensi paling rendah 13,94 

µg/mL dalam memproduksi IAA. Isolat-isolat bakteri S3.4.2, S1.1, dan S1.6.2 pada uji 

kualitatif dengan skor terendah 0,67 dapat memproduksi hormon IAA rata-rata cukup 

tinggi secara berurutan 41,72 µg/mL, 68,38 µg/mL, dan 63,23 µg/mL; sedangkan isolat 

S1.6.3.2 dengan skor tertinggi 4 juga memiliki potensi paling tinggi menghasilkan 

hormon IAA rata-rata 104,46 µg/mL. Oleh karena deteksi hormon IAA secara kualitatif 

pada membran nitroselulosa dan Reagen Salkowski kurang akurat, maka perlu dilakukan 

uji kuantitatif.  

Dalam penelitian ini, 78 % isolat rhizosfer tanaman Kopi Arabika dan 100 % isolat 

rhizosfer Kopi Robusta mampu memproduksi hormon IAA. Hal ini sesuai dengan 

penelitian Khalid dkk. (2004) yang menyebutkan bahwa sekitar 80 % isolat-isolat bakteri 

rhizosfer mampu memproduksi hormon IAA. Produksi IAA akan meningkat pada saat 

kondisi pertumbuhan menurun, ketersediaan karbon yang terbatas dan terjadi dalam 

kondisi lingkungan dengan pH asam (Ona dkk., 2005). 

 Kemampuan bakteri dalam menghasilkan hormon IAA (Gambar 20) dipengaruhi 

oleh interaksi faktor perbedaan isolat dan waktu inkubasi (p<0,05). Hasil penelitian 

menunjukkan isolat W2.4.4.1 pada inkubasi 24 dan 48 jam menghasilkan hormon IAA 

tertinggi masing-masing sebesar 93,66 µg/mL dan 93,7 µg/mL (p<0,05) dan pada waktu 

72 jam meningkat menjadi 96,04 µg/mL (p<0,05), sedangkan pada inkubasi 72 jam isolat 

W2.4.3.2 mampu memproduksi IAA tertinggi 120 µg/mL (Gambar 20). Dalam penelitian 

ini, bakteri potensial ditentukan berdasarkan potensinya menghasilkan IAA tertinggi 

dalam waktu yang cepat dan produksinya stabil. Bakteri penghasil IAA yang memenuhi 

kriteria tersebut yaitu isolat W2.4.4.1. Penelitian sebelumnya, Erwinia sp. bakteri 

rhizosfer Kopi Arabika di Ethiopia dapat memproduksi hormon IAA tertinggi 57,08 

ug/mL sedangkan Bacillus subtilis tidak dapat memproduksi IAA dengan baik (Muleta 

dkk., 2009). Rhizobakteria yang berasosiasi dengan tanaman Kopi Arabika secara 
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universal didominasi oleh bakteri Gram negatif (Vega dkk., 2005). Pada penelitian ini 

isolat-isolat bakteri penghasil IAA isolat W2.4.4.1 adalah bakteri Gram positif. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 20. Konsentrasi hormon IAA yang diproduksi oleh bakteri rhizosfer Kopi  

Arabika dan Robusta pada variasi waktu inkubasi 
Notasi yang berbeda di atas histogram menunjukkan berbeda nyata antarisolat dan 

antarwaktu inkubasi (p<0,05) 

 

Isolat bakteri rhizosfer Kopi Robusta pada inkubasi 24 jam, konsentrasi IAA 

tertinggi 136,74 µg/mL diproduksi oleh isolat S2.3.4, sedangkan pada inkubasi 48 dan 72 

jam konsentrasinya menurun hingga mencapai 35,75 µg/mL. Konsentrasi tertinggi kedua 

hormon IAA pada inkubasi 24 jam dihasilkan isolat S1.6.3.2 dan S2.2.3, tetapi pada 

inkubasi 48 dan 72 jam konsentrasi tertinggi diproduksi oleh isolat S1.6.3.2, sedangkan 

konsentrasi hormon IAA yang diproduksi isolat S2.2.3 mengalami penurunan pada 

inkubasi 48 dan 72 jam. Isolat S1.6.3.2 dipilih sebagai bakteri penghasil IAA potensial 

dari rhizosfer Kopi Robusta, karena memproduksi hormon IAA maksimal pada inkubasi 

48 jam. Menurut penelitian Tallapragada dkk. (2015) dan Hanh dkk. (2017), IAA 

disintesis pada fase stasioner sebagai metabolit sekunder secara optimal setelah 24 jam 

dan setelah 48 jam produksi IAA akan menurun. Bakteri penghasil IAA dari rhizosfer 

memiliki kemampuan untuk mensintesis dan memproduksi IAA sebagai metabolit 

sekunder karena memiliki asupan nutrisi yang banyak (Widowati dkk., 2018; Patel dkk., 

2020). Selain itu, kondisi tanah yang asam menurut Sukmadewi (2015) dapat memicu 

bakteri memproduksi IAA dengan konsentrasi tinggi. Hal ini sesuai dengan kondisi tanah 

rhizosfer Kopi Arabika dan Robusta di UB Forest yang asam. 

 Indole-3-Acetic-Acid (IAA) merupakan fitohormon penting yang diproduksi oleh 

strain PGPR. Rhizobakteria yang dikultur secara invitro dapat menghasilkan IAA yang 
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mampu meningkatkan pertumbuhan akar sehingga membantu penyerapan nutrisi lebih 

baik dan mampu memicu pertumbuhan tanaman (Joshi dkk., 2019). Sekitar 80 % bakteri 

rhizosfer memproduksi IAA yang membantu tanaman menghasilkan akar tanaman yang 

lebih panjang serta jumlah rambut akar dan akar lateral lebih banyak yang membantu 

penyerapan nutrisi. Selain itu, hormon IAA merangsang pemanjangan sel dengan 

memodifikasi kondisi seperti peningkatan tekanan osmosis dalam sel, peningkatan 

permeabilitas air dalam sel, penurunan tekanan dinding sel, peningkatkan sintesis dinding 

sel, dan induksi sintesis protein (Mohite, 2013). 

4.4.2 Potensi bakteri pelarut fosfat 

Isolat bakteri pelarut fosfat dari rhizosfer Kopi Arabika dan Robusta yang berhasil 

diisolasi secara berurutan 21 isolat dan 26 isolat. Secara kualitiatif (Tabel 8) isolat-isolat 

bakteri yang mampu melarutkan fosfat (ditunjukkan zona bening) pada media Pikovskaya 

Agar untuk rhizosfer Kopi Robusta 2 isolat dan 7 isolat untuk Kopi Arabika atau hanya 

18,75 % isolat yang potensial. Hal ini berbeda dengan penelitian Muleta dkk. (2013) yang 

menyebutkan 72 % bakteri rhizosfer Kopi Arabika mampu melarutkan fosfat. 

Terbentuknya zona bening di sekitar koloni bakteri pada media Pikovskaya Agar 

membuktikan isolat bakteri tersebut menghasilkan enzim fosfatase untuk melepaskan 

ikatan fosfat dan kalsium dalam media  yang digunakan bagi pertumbuhan bakteri 

(Appanna, 2002; Aarab dkk., 2015). Pelepasan fosfat berkaitan dengan terbentuknya 

asam amino oleh bakteri untuk melarutkan fosfat dalam tanah sehingga fosfat terlepas 

dengan membentuk ion H2PO4
-
 dan HPO4

2-
 yang dapat diserap oleh tanaman. Asam 

amino tersebut dapat menurunkan pH dan memecah ikatan beberapa bentuk senyawa 

fosfat sehingga meningkatkan ketersediaan fosfat bagi tanaman (Israwan dkk., 2015). 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa tanah rhizosfer Kopi Arabika memiliki lebih 

banyak isolat bakteri perlarut fosfat dibandingkan Kopi Robusta tetapi densitasnya lebih 

sedikit. Hal ini menunjukkan bahwa jumlah yang sedikit isolat bakteri pelarut fosfat pada 

rhizosfer Kopi Robusta disebabkan bahan organik yang sedikit (Tabel 3).   

Sembilan isolat bakteri yang membentuk zona bening kemudian diuji secara 

kuantitatif dalam melarutkan fosfat pada media Pikovskaya cair yang mengandung 0,5 % 

trikalsium fosfat (TCP). Isolat bakteri rhizosfer Kopi Arabika mampu melarutkan fosfat 

rata-rata sebanyak 3,2-4,5 µg/mL lebih banyak dibandingkan isolat dari rhizosfer Kopi 

Robusta yaitu 1,7-2,3 µg/mL. Isolat W3.5 dari rhizosfer Kopi Arabika dan S131 dari 

Kopi Robusta memiliki kemampuan tertinggi melarutkan fosfat (Gambar 21),  tetapi 
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potensinya lebih rendah dibandingkat isolat bakteri yang ditemukan Muleta dkk. (2013) 

yang mampu melarutkan fosfat sebesar 43,18 µg/mL. Hal ini diduga dipengaruhi oleh 

kandungan fosfat yang rendah pada tanah rhizosfer kedua jenis tanaman kopi di UB 

Forest. Fosfat berperan penting dalam pertumbuhan dan perkembangan tanaman tetapi 

jumlahnya yang terlarut sangat rendah (Richardson & Simpson, 2011). Fosfat terlarut 

tidak dapat diserap dengan cepat di tanah dan menjadi tidak dapat dimanfaatkan oleh 

tanaman, proses fiksasinya bergantung pada pH dan jenis tanah. Oleh sebab itu, pada 

tanah yang cenderung basa, fosfor diendapkan oleh kalsium. Bakteri rhizosfer dapat 

menyediakan fosfat terlarut di tanah sehingga fosfat dapat dimanfaatkan oleh tumbuhan 

(Muhammad dkk., 2018).   

Tabel 8. Potensi kualitatif bakteri rhizosfer tanaman kopi sebagai pelarut fosfat  

Jenis kopi Isolat Zona bening Isolat Zona bening Isolat Zona bening 

Robusta S1.3.1 + S2.4.2 - S3.3.1 - 

 S1.3.2 + S3.5.1 - S1.4.1 - 

 S2.2.2 - S3.2.3 - S2.4.1 - 

 S2.5.1 - S2.3.2.3 - S3.3 - 

 S1.3.3.1 - S2.3.2.1 - S3.2.1 - 

 S1.2.2 - S2.3.2.4 - S3.3.3.2 - 

 S1.2.1 - S2.3.1 - S3.5.2 - 

 S1.2.3 - S2.3.2.2 - S2.2.3 - 

Arabika W1.2.4 + W3.3.5 + W1.2.3 + 

 W3 + W3.2.3 + W1.1.3 + 

 W3.5 + W2.5.1 - W3.2.2 - 

 W1.1.1 - W2.3.2 - W3.3.1 - 

 W1.1.2 - W2.3.1 - W3.3.2 - 

 W1.2.2 - W2.4.1 - W3.3.3 - 

 W2.2.2 - W3.3.4 - W3.4.1 - 

Keterangan: + membentuk, - tidak membentuk zona bening 

  

Kemampuan bakteri dalam melarutkan fosfat dipengaruhi oleh interaksi faktor 

perbedaan isolat dan waktu inkubasi (p<0,05) pada rhizosfer Kopi Robusta sedangkan 

pada rhizosfer Kopi Arabika potensinya dipengaruhi interaksi antarisolat dan waktu 

inkubasi (p>0,05). Hasil penelitian menunjukkan isolat W3.5 pada inkubasi 24 

menghasilkan konsentrasi fosfat terlarut paling tinggi mendekati 7 µg/mL (p<0,05) 

meskipun pada inkubasi 48 dan 72 jam konsentrasinya menurun. Hampir semua isolat 

menujukkan penurunan konsentrasi fosfat setelah inkubasi 48 jam karena digunakan 

untuk pertumbuhan bakteri. Isolat bakteri S131 dari rhizosfer Kopi Robusta menghasilkan 

konsentrasi fosfat tertinggi pada inkubasi 24 jam dan meningkat konsentrasinya pada 

inkubasi 48 jam kemudian turun pada 72 jam. Berdasarkan hasil penelitian, isolat W3.5 

(Arabika) dan S1.3.1 (Robusta) dipilih berdasarkan kemampuannya melarutkan fosfat 
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paling cepat dengan konsentrasi tertinggi. Penelitian Muleta (2007) menunjukkan 72 % 

rhizobakteri Gram positif dan Gram negatif yang berasosiasi dengan tanaman Kopi 

Arabika mampu melarutkan fosfat. Keasaman tanah bukanlah satu-satunya mekanisme 

pelarutan fosfat, karena pada bakteri tertentu menghasilkan enzim fosfatase untuk 

melarutkan fosfat, yang tidak berkorelasi dengan penurunan pH. Sebagai contoh fragmen 

DNA dari Enterobacter agglomerans yang disisipkan pada E.coli JM109 menunjukkan 

aktivitas pelarutan fosfat meskipun pH medium tidak berubah. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 21. Konsentrasi fosfat terlarut yang dihasilkan bakteri rhizosfer Kopi Arabika 

dan Robusta pada variasi waktu inkubasi 
Keterangan:    Huruf kecil untuk isolat yang berbeda pada waktu yang sama 

Huruf besar untuk isolat yang sama pada waktu yang berbeda  
 

Pandey dkk. (2006) menemukan bakteri sub-alpin di Pegunungan Himalaya India 

membentuk zona bening pada Medium Pikovskaya agar setelah 12 hari. Bakteri tersebut 

melarutkan fosfat dengan konsentrasi sebesar 247 µg/mL pada inkubasi 15 hari kemudian 

konsentrasinya menurun setelah 16 hari sampai 30 hari. Pada penelitian ini bakteri 

rhizosfer Kopi Arabika dan Robusta hanya mampu melarutkan fosfat maksimal sebesar 7 

µg/mL dalam inkubasi 24 jam. Rendahnya potensi bakteri tersebut kemungkinan selain 

karena faktor ketersediaan fosfat yang rendah, diduga juga karena jenis bakteri yang 

berbeda. Jenis tanah rhizosfer dari kedua jenis tanaman kopi merupakan tanah andisol 

yang cenderung memiliki ketersediaan fosfor yang rendah meskipun didukung pemberian 

pupuk fosfor secara intensif. Penelitian Fitriatin dkk. (2018) menunjukkan tanah andisol 

rhizosfer tanaman teh memiliki konsentrasi fosfor terlarut 0,997 µg/mL. 
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4.4.3 Potensi bakteri penambat nitrogen 

Hasil isolasi bakteri penambat nitrogen dari tanah rhizosfer Kopi Arabika dan 

Robusta diperoleh 21 isolat (11 isolat dari rhizosfer Kopi Arabika dan 10 isolat dari Kopi 

Robusta). Hasil uji potensi fiksasi N2 secara semikuantitatif menggunakan Sera Test Kit 

disajikan pada tabel 9. Dari total 21 isolat bakteri penambat nitrogen, terdapat 13 isolat 

yang dapat memproduksi amonia dengan konsentrasi antara 0,1- >1 mg/L yang terdiri 

dari empat isolat rhizsofer Kopi Robusta dan sembilan isolat rhizosfer Kopi Arabika. 

Isolat dengan konsentrasi amonia tersebut diuji lebih lanjut secara kuantitatif 

menggunakan metode Nesslerisasi. Rata-rata konsentrasi amonia yang diproduksi setiap 

isolat menunjukkan hasil yang bervariasi. Secara keseluruhan, isolat bakteri dari rhizosfer 

Kopi Arabika rata-rata mampu memproduksi amonia dengan konsentrasi 0,11-21,54 

µg/mL lebih tinggi dibandingkan konsentrasi amonia yang dihasilkan bakteri rhizosfer 

Kopi Robusta yaitu 0,9-2,07 µg/mL. Isolat W1.2 dan  S3.4.2 dari masing-masing 

rhizosfer Kopi Arabika dan  Robusta potensinya paling tinggi memfiksasi N2.  

Tabel 9. Potensi semikuantitatif fikasasi nitrogen bakteri rhizosfer tanaman kopi 

Jenis Kopi Isolat 
Produksi 

Amonia 
Isolat 

Produksi 

Amonia 
Isolat 

Produksi 

Amonia 

Robusta S3.4.2 ++++ S2.2.4 ++++ S2.5.1 + 

 S2.2.3 + S2.2.2 +++ S3.4.3 + 

 S2.1.5.1 + S3.1.1 +++ S3.4.1 + 

Arabika W1.1.2 ++ W3.4.2 ++ W2.2.2 ++ 

 W1.2 ++++ W3.5.1 +++ W.3.1 + 

 W2.1.4.1 ++ W3.2.2 ++ W3.1.1 + 

 W2.1.5.2 +++ W3.2.1 ++   

Keterangan: ++++ = >1 mg/L warna hijau gelap, +++ = 0,5 – 1 mg/L warna hijau, ++ = 0,1 – 0.4 mg/L 

warna hijau muda, + =  < 0,1 mg/L warna kuning; akumulasi amonia dalam kultur.  

Konsentrasi ammonia hasil fiksasi masing-masing isolat bakteri pemfiksasi N2 

dipengaruhi interaksi perbedaan jenis isolat dan waktu inkubasi (p<0,05). Konsentrasi 

amonia tertinggi 34,48 µg/mL diproduksi oleh isolat W1.2 dari rhizosfer Kopi Arabika 

pada inkubasi lima hari. Isolat ini mampu memproduksi amonia hingga inkubasi tujuh 

hari meskipun konsentrasinya menurun menjadi 20 µg/mL karena digunakan untuk 

pertumbuhannya. Konsentrasi amonia yang dihasilkan oleh isolat S3.4.2 bakteri rhizosfer 

Kopi Robusta pada inkubasi hari pertama dan ketiga masing-masing 6,68 dan 2,0 µg/mL 

dan meningkat menjadi 2,9 µg/mL pada inkubasi lima hari (Gambar 22). Berdasarkan 

hasil penelitian, diketahui bahwa hampir semua isolat mengalami penurunan konsentrasi 

amonia pada inkubasi lima dan tujuh hari, kecuali isolat W3.5.1 yang memproduksi 

amonia dengan konsentrasi meningkat sampai inkubasi tujuh hari. 
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Gambar 22. Konsentrasi amonia dihasilkan bakteri rhizosfer Kopi Arabika dan Robusta 

pada variasi waktu inkubasi  
Notasi yang berbeda di atas histogram menunjukkan berbeda nyata antarisolat dan 

antarwaktu inkubasi (p<0,05) 

 

Perbedaan konsentrasi amonia tersebut kemungkinan disebabkan oleh kondisi fisik, 

kimia, dan biologi tanah. Ketersediaan C-organik rhizosfer tanaman kopi memengaruhi 

jumlah nitrogen yang difiksasi dan ammonia yang dihasilkan. Jumlah C-organik tinggi 

yang berasal dari serasah kopi, pinus, dan tanaman gulma di area UB Forest menjadi 

bahan utama dalam proses dekomposisi serasah. Kondisi karbon tersebut memacu 

pertumbuhan dan perkembangan populasi bakteri penambat nitrogen. Hal ini dapat 

mendeskripsikan bahwa setiap lokasi memengaruhi kemampuan bakteri dalam menambat 

nitrogen. Bakteri penambat nitrogen mengkonversi N2 di udara menjadi amonia 

menggunakan enzim nitrogenase. Hasil penelitian ini menunjukkan isolat rhizosfer Kopi 

Arabika cenderung memiliki kemampuan lebih tinggi memfiksasi N2 dibandingkan isolat 

bakteri rhizosfer Kopi Robusta. Isolat penambat nitrogen dari kedua jenis rhizosfer 

tanaman kopi ini merupakan bakteri non simbiosis, yang tumbuh bebas di alam. 

Berdasarkan kemampuan produksi amonia dengan kriteria stabil dan tertinggi, maka 

isolat W1.2 (Arabika) dan S3.4.2 (Robusta) terpilih untuk diidentifikasi.   

 

4.5 Spesies Bakteri PGPR Tanaman Kopi dari UB Forest 

 Hasil identifikasi filogenetik berdasarkan similaritas sekuen 16S rDNA, isolat 

S1.6.3.2 dan S1.3.1 diidentifikasi sebagai Bacillus substillis DSM 10
T
, isolat S3.4.2 



59 

 

sebagai Bacillus wiedmannii FSL W8-0169, isolat W1.2 sebagai Bacillus 

methyilotropicus SY2 (Gambar 23), isolat W3.5 merupakan Pseudomonas putida S18 

(Gambar 24), dan isolat W2.4.4.1 diduga sebagai strain baru Bacillus sp. W2441 (Gambar 

25). Isolat S1.6.3.2 merupakan bakteri penghasil IAA dan S1.3.1 sebagai pelarut fosfat. 

Hasil analisis sekuen 16S rDNA menunjukkan kekerabatan kedua isolat tersebut terhadap 

Bacillus substillis DSM 10
T 

sebesar 99,9 %. Berdasarkan penelitian Swain dkk. (2007) 

Bacillus substilis merupakan bakteri kandidat PGPR yang memproduksi IAA dipengaruhi 

oleh konsentrasi L-triptofan. Selain itu, penelitian Yousef (2018) juga melapokan Bacillus 

subtilis rhizosfer tanaman gandum dapat memproduksi IAA 25,5 mg/L dan mampu 

menstimulasi germinasi serta perkecambahan tanaman, sedangkan Meena-Violante Forest 

& Olalde (2007) menunjukkan spesies bakteri tersebut mampu mendukung pertumbuhan 

tanaman tomat. Berdasarkan morfologi koloni dam sel, isolat bakteri S1.6.3.2 dan S1.3.1 

memiliki beberapa karakteristik yang sama yaitu bentuk koloni tidak teratur, permukaan 

elevasi koloni datar, permukaan tekstur berkontur, ciri optik pudar, sel berbentuk basil 

dan Gram positif.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Gambar 23. Pohon filogeni Bacillus subtilis isolat S16.3.2 dan S1.3.1, Bacillus 

methylotropicus isolat W1.2 dan Bacillus wiedmannii isolat S3.4.2 serta 

isolat-isolat acuan berdasarkan similiritas sekuen 165 rDNA menurut 

metode Maxium-Likehood dengan algoritma Tamura-Nei dan bootstrap 

1000 kali 
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 Pohon filogeni menunjukkan isolat S3.4.2 memiliki similaritas sekuen 16S rDNA 

99,4 % identik dengan Bacillus wiedmannii  FSLW8-0169. Penelitian Osman & Yin 

(2018) menemukan Bacillus wiedmannii FSL W8-0169 rhizosfer bawang merah dan 

kentang mampu memproduksi IAA, menambat nitrogen, dan melarutkan fosfat serta 

meningkatkan pertumbuhan tanaman. Bakteri ini memiliki bentuk koloni bulat, tepi 

koloni erose, permukaan elevasi menaik, permukaan tekstur berkontur, konsistensi 

permukaan lekit dan ciri optik pudar sedangkan selnya berbentuk basil dan Gram positif. 

Isolat W1.2 sebagai bakteri penambat nitrogen memiliki similaritas sekuen 16S 

rDNA 100 % dengan Bacillus methylotropicus SY2. Penelitian Mehta dkk. (2014) 

menemukan Bacillus methylotrophicus rhizosfer tanaman jagung meningkatkan 

pertumbuhan perakaran dan tunas, sedangkan Perez-Flores dkk. (2017) menunjukkan 

bakteri tersebut mampu memberikan ketersediaan hormon auksin pada tanaman 

Arabidopsis thaliana. Bakteri B. methylotropichus SY2 mampu menambat nitrogen 

sedangkan B. methylotrophicus CKAM mampu melarutkan fosfat, dan strain NKG-1 

dapat membantu persemaian tomat; sehingga dijadikan kandidat biofertilizer (Ge dkk., 

2016). Morfologi sel bakteri isolat W1.2 berbentuk basil dan Gram positif, sedangkan 

koloni bulat, tepi koloni menyeluruh, elevasi permukaan cembung, lekit dan berwarna 

putih pudar. Permukaan koloni sangat lekit menandakan isolat W1.2 menghasilkan 

Eksopolisakarida (EPS) yang juga memiliki potensi sebagai agen biofertilizer. Produksi 

EPS ini mengandung ion-ion yang berperan sebagai pengikat mineral dan meningkatkan 

agregasi tanah.   

Isolat W3.5 memiliki similaritas sekuen 16S rDNA 99,8 % dengan Pseudomonas 

putida S18 (Gambar 24). Penelitian Ahemad & Kibret (2014) menunjukkan 

Pseudomonas putida S18 mampu memproduksi IAA, siderofor, HCN, amonia, 

eksopolisakarida (EPS), dan sebagai pelarut fosfat. Selain itu aplikasi Pseudomonas 

putida sebagai PGPR mampu meningkatkan pertumbuhan sawi dan menghambat 

toksisitas fungisida di tanah (Ahemad dan Khan, 2011; Bharucha dkk., 2013). Koloni 

isolat W3.5 berbetuk tidak beraturan, tepi koloni menyeluruh, elevasi permukaan datar, 

permukaan tipis, warna putih pudar, sel berbentuk basil dan Gram positif. 
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Gambar 24. Pohon filogeni Pseudomonas putida isolat W3.5 dan isolat-isolat acuan 

berdasarkan similiritas sekuen 165 rDNA menurut metode Maxium-

Likehood dengan algoritma Tamura-Nei dan bootstrap 1000 kali 

 

Berdasarkan hasil BLAST, isolat W2.4.4.1 memiliki similaritas sekuen 16S rDNA 

98 % dengan Bacillus toyonensis, tetapi berdasarkan pohon filogeni isolat tersebut 

memiliki similaritas yang rendah dengan berbagai spesies anggota Genus Bacillus 

(Gambar 25) dengan nilai distance mencapai 1,2-1,3. Untuk mendeteksi kemiripan 

sekuen digunakan Neighbour search tool dari MOLE-BLAST   

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov /moleblast/moleblast.cgi). Menggunakan mesin pencarian 

ini dapat dideteksi secara otomatis evolusi sekuen DNA isolat W2.4.4.1. Sekuen 16S 

rDNA bakteri yang memiliki kemiripan atau yang jaraknya hampir mendekati sekuen 

W2.4.4.1 secara langsung teralign dan output yang diperoleh berupa tampilan pohon 

filogeni sederhana yang sekaligus menujukkan status isolat W2.4.4.1 yang sekuennya 

belum diketahui (unknown).  Metode MOLE-BLAST yang digunakan yaitu Fast 

Minimum Evolution berdasarkan MUSCLE multiple alignmnet.  
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Gambar 25. Pohon filogeni isolat W2.4.4.1 dan isolat-isolat acuan berdasarkan similiritas 

sekuen 16S rDNA menurut metode Maxium-Likehood dengan algoritma 

Tamura-Nei dan bootstrap 1000 kali 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 26. Pohon filogeni isolat W2.4.4.1 menurut metode Fast Minimum Evolution 

berdasarkan MUSCLE multiple alignment computed for MOLE-BLAST 

 Berdasarkan pohon filogeni yang dikonstruksi dengan Program MEGA dan 

MOLE-BLAST, isolat W2.4.4.1 memiliki similaritas sekuen 16S rDNA yang rendah 

dengan Bacillus toyonensis FORT 24 dan Bacillus toyonensis FORT 02. Menurut label 

warna filogenetik MOLE-BLAST, isolat W2.4.4.1 berada dalam kladogram Firmicutes 
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(biru). Dengan demikian, isolat W2.4.4.1 sebagai Bacillus sp. diduga sebagai strain baru 

dari rhizosfer tanaman Kopi Arabika yang mampu memproduksi hormon IAA.  

Berdasarkan identifikasi 16S rDNA bakteri tanah dan identifikasi 16S rDNA 

sekuen isolat terpilih menunjukkan hasil yang berbeda pada level spesies. Isolat W2.4.4.1, 

S1.6.3.2, W1.2, S1.3.1, W3.5 dan S3.4.2 yang teridentifikasi sebagai Bacillus subtilis, 

Bacillus methylotropicus, Bacillus wiedmanii dan Pseudomonas putida tidak ditemukan 

dalam level spesies pada analisis metagenomik. Namuan, pada level genus, Pseudomonas 

diketahui berada pada urutan ke 12 besar sedangkan Bacillus berada di bawah 20 besar 

berdasarkan data OTU dari kedua rhizosfer tanah kopi. Bila dipresentasikan pada level 

genus, kehadiran Pseudomonas di rhizosfer kopi Robusta dan Arbaika masing-masing 

sebesar 2% dan 2,5%. Presentase kelimpahan Bacillus di rhizosfer kedua jenis kopi hanya 

0,6% (kopi Robusta) dan 1,2% (kopi Arabika). Hal ini terjadi diduga karena metode 

isolasi bakteri dapat mengisolasi bakteri-bakteri yang tumbuh bebas di perakaran tanah 

sedangkan metode analisis metagenomik dapat menemukan informasi lebih detail jenis 

bakteri yang tidak mudah diisolasi secara langsung di laboratorium. Selain itu juga diduga 

karena perbedaan pada database sequen DNA yang berbeda sehingga hasil informasi 

yang diperoleh juga berbeda. Penelitian ini, urutan nukleotida metagenomik berdasarkan 

pada Green Gene Database (DeSantis & Todd, 2006) sedangkan sekuen DNA isolat 

terpilih urutan nukleotidanya ditentukan berdasarkan GenBank (Oladunni dkk., 2016). 

Karena perbedaan database yang digunakan sehingga dimenimbulkan perbedaan yang 

signifikan. 

Keterkaitan antara analisis 16S rDNA metagenomik bakteri tanah dan 16S rDNA 

isolat terpilih dapat membuktikan bahwa metode isolasi bakteri PGPR dengan 

menggunakan medium spesifik tidak menunjukkan hasil yang sama.  Untuk memperoleh 

kandidat bakteri PGPR yang benar-benar potensial, informasi kelimpahan bakteri terbaik 

secara metagenomik juga dapat digunakan guna mendukung eksplorasi bakteri PGPR dari 

rhizosfer tanaman kopi di kawasan agroforestri UB Forest. Salah satu cara yang dapat 

digunakan yaitu mengisolasi dan menguji potensi bakteri Bradhyrhizobium elkanii 

menggunakan medium spesifik. Isolat-isolat yang diperoleh dapat dioptimasi 

kemampuannya untuk dapat dijadikan sebagai bakteri kandidat PGPR sebagai pendukung 

pertumbuhan tanaman kopi di UB Forest.  
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

 Dari penelitian ini dapat disimpulkan sebagai berikut: 

1. Parameter lingkungan yang memengaruhi peningkatan densitas dan indeks diversitas 

bakteri kandidat PGPR dari rhizosfer tanaman kopi yaitu rasio C/N dan bahan 

organik yang tinggi. Faktor N-total, diameter pohon dan ketinggian tempat yang 

rendah, memicu peningkatan densitas bakteri kandidat PGPR. Akan tetapi jumlah P-

tersedia yang minimal dapat menstimulasi peningkatan densitas bakteri penghasil 

IAA dan penambat nitrogen sedangkan pH tanah yang semakin meningkat 

menyebabkan densitas bakteri pelarut fosfat meningkat.    

2. Struktur komunitas bakteri rhizosfer dari kopi Arabika dan Robusta yaitu secara 

berututan Filum Proteobacteria (39% dan 49,27%), Kelas Alphaproteobacteria 

(30,1% dan 42,9%), Ordo Rhizobiales (26,8% dan 17,0%), Famili 

Xanthobacteraceae (12,5% dan 7,5%), Genus Bradyrhizobium (3,1% dan 6,1%) dan 

Spesies Bradyrhizobium elkanii (62,5% dan 75,0%) sedangkan indeks diversitas 

bakteri rhizosfer tanaman kopi Arabika dan Robusta masing-masing 0,99 dan 0,95 

mengindikasikan diversitas bakteri yang tinggi. 

3. Isolat potensial kandidat PGPR dari rhizosfer kopi Arabika yaitu W.2.4.41, W3.5 

dan W1.2 masing-masing secara berurutan berpotensi menghasilkan IAA (88,12 

µg/mL), melarutkan fosfat (4,5 µg/mL) dan memproduksi amonia (21,54 µg/mL) 

sedangkan isolat potensial kandidat PGPR dari rhizosfer kopi Robusta yaitu S1.6.3.2 

menghasilkan IAA 104,6 µg/mL, S1.3.1 melarutkan fosfat 2,3 µg/mL dan S3.4.2 

memproduksi amonia 2,07 µg/mL. 

4. Isolat unggul bakteri rhizosfer tanaman kopi di UB Forest yang berpotensi sebagai 

kandidat PGPR yatu S1.6.3.2 dan S1.3.1 teridentifikasi sebagai Bacillus subtilis 

DSM 10
T
, W1.2 sebagai Bacillus methylotropicus SY2, S3.4.2 sebagai Bacillus 

wiedmannii FSL W8-0169, W3.5 sebagai Pseudomonas putida S18 dan W2.4.4.1 

merupakan Bacillus sp. W2.4.4.1.  
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5.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian ini, diberikan beberapa saran sebagai berikut: 

1. Penelitian Lanjutan 

a. Mengisolasi dan menguji potensi Bradirhizobium elkanii menggunakan medim 

spesifik berdasarkan informasi spesies dominan yang melimpah dari rhizosfer 

tanah kopi berdasarkan analisis metagenomik bakteri tanah. 

b. Analisis sekuen DNA W2.4.4.1 lebih lanjut untuk mendeteksi filogeni 

kekerabatan isolat dan penamaan resmi sebagai strain baru di daftar NCBI. 

c. Analisis potensi konsorsium bakteri PGPR dibandingkan dengan potensi setiap 

bakteri PGPR dalam memproduksi IAA, amonia dan fosfat terlarut.  

d. Analisis potensi konsorsium bakteri PGPR terhadap perbaikan kualitas tanah dan 

pertumbuhan tanaman kopi (biji, akar dan daun). 

e. Formulasi biofertilizer dari isolat-isolat terpilih untuk meningkatkan kesuburan 

tanaman kopi 

2. Pengelola dan Praktisi Petani Kopi 

Pengelola dan praktisi petani kopi dapat memanfaatkan konsorsium bakteri 

PGPR sebagai biofertilizer yang diaplikasikan dengan membuat kompos (dalam 

bentuk padat) atau sebagai biofertilizer cair. 

3. Pemerintah Pengambilan Kebijakan di Bidang Pertanian 

Penelitian ini diharapkan pemerintah dapat mendukung pengembangan produksi 

biofertilizer bagi petani kopi dalam rangka mencegah penurunan kesuburan tanah 

dan peluang investasi dana bagi peneliti dan pengusaha biofertilizer dalam 

mewujudkan produk unggulan dalam negeri terbarukan di bidang pertanian 

khususnya dalam meningkatkan produktivitas tanaman kopi. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Analisis Statistik 

Lampiran 1.1 Analisis statistik faktor biotik dan abiotik lingkungan 

Uji Normalitas 

 
Suhu 

udara 
Ketinggian 

Diameter 

pohon 

Jarak 

pohon 

Tinggi 

pohon 

Intensitas 

cahaya 

N 6 6 6 6 6 6 

Normal 

Parameters
a,b

 

Mean 21,061 1056,5000 7,6946 164,333 164,33 239,1944 

Std. 

Deviation 
1,6743 88,20248 1,21822 13,2329 13,232 190,04323 

Most Extreme 

Differences 

Absolute ,279 ,316 ,213 ,244 ,244 ,308 

Positive ,142 ,316 ,213 ,197 ,197 ,308 

Negative -,279 -,311 -,138 -,244 -,244 -,295 

Test Statistic ,279 ,316 ,213 ,244 ,244 ,308 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,157
c
 ,061

c
 ,200

c,d
 ,200

c,d
 ,200

c,d
 ,077

c
 

 

Lampiran 1.2  Analisis statistik faktor fisikokimia tanah 

 

Uji Normalitas 

 
pH 

Tanah 

C 

organik 
N Total C/N 

Bahan 

organik 
P tersedia 

Kadar 

air 

N 6 6 6 6 6 6 6 

Normal 

Parameters
a,b

 

Mean 4,2633 4,7233 ,4833 10,000 8,1733 2,5217 99,5763 

Std. 

Deviation 
,38872 ,80852 ,05538 1,78885 1,39741 ,90685 ,04348 

Most Extreme 

Differences 

Absolute ,301 ,172 ,246 ,212 ,171 ,225 ,297 

Positive ,301 ,172 ,207 ,132 ,171 ,225 ,239 

Negative -,197 -,121 -,246 -,212 -,121 -,171 -,297 

Test Statistic ,301 ,172 ,246 ,212 ,171 ,225 ,297 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,096
c
 ,200

c,d
 ,200

c,d
 ,200

c,d
 ,200

c,d
 ,200

c,d
 ,106

c
 

 

Lampiran 1.3 Analisis statistik faktor densitas bakteri PGPR 

 

Uji Normalitas 

 Kopi Arabika Kopi Robusta 

N 9 9 

Normal 

Parameters
a,b

 

Mean 113,1111 101,2222 

Std. 

Deviation 
88,85725 91,81337 

Most Extreme 

Differences 

Absolute ,261 ,238 

Positive ,261 ,238 

Negative -,155 -,168 

Test Statistic ,261 ,238 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,078
c
 ,150

c
 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

c. Lilliefors Significance Correction. 
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Lampiran 2. Uji perbandingan faktor fisikokimia dan biologi tanah, densitas dan 

indek diversitas bakteri PGPR  

 
Independent Samples Test 

 

Levene's Test for 

Equality of 

Variances 

t-test for Equality of Means 

F Sig. t df 
Sig. (2-

tailed) 

Mean 

Difference 

Std. Error 

Differene 

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

Suhu udara Equal 

variances 

assumed 

2,277 ,206 -1,891 4 ,132 -2,100 1,11067 -5,1837 ,98370 

Equal 

variances not 

assumed 

  -1,891 3,08 ,153 -2,100 1,11067 -5,5802 1,38022 

Ketinggian Equal 

variances 

assumed 

,720 ,444 -95,962 4 ,000 -161,00 1,67774 -165,65 -156,341 

Equal 

variances not 

assumed 

  -95,962 3,20 ,000 -161,00 1,67774 -166,15 -155,844 

Diameter 

pohon 

Equal 

variances 

assumed 

1,227 ,330 -,947 4 ,397 -,95188 1,00508 -3,7424 1,83869 

Equal 

variances not 

assumed 

  -,947 3,13 ,411 -,95188 1,00508 -4,0722 2,16851 

Jarak pohon Equal 

variances 

assumed 

1,590 ,276 -,317 4 ,767 -3,77778 11,93139 -36,904 29,3490 

Equal 

variances not 

assumed 

  -,317 2,48 ,776 -3,77778 11,93139 -46,674 39,1188 

Tinggi 

pohon 

Equal 

variances 

assumed 

1,590 ,276 -,317 4 ,767 -3,77778 11,93139 -36,904 29,3490 

Equal 

variances not 

assumed 

  -,317 2,48 ,776 -3,77778 11,93139 -46,674 39,1188 

pH Tanah Equal 

variances 

assumed 

7,043 ,057 -1,985 4 ,118 -,50000 ,25184 -1,1992 ,19921 

Equal 

variances not 

assumed 

  -1,985 2,24 ,172 -,50000 ,25184 -1,4793 ,47935 

C organik Equal 

variances 

assumed 

,202 ,676 -1,260 4 ,276 -,78667 ,62454 -2,5206 ,94732 

Equal 

variances not 

assumed 

  -1,260 3,90 ,278 -,78667 ,62454 -2,5378 ,96450 

N Total Equal 

variances 

assumed 

4,225 ,109 1,754 4 ,154 ,06667 ,03801 -,03885 ,17219 

Equal 

variances not 

assumed 

  1,754 2,66 ,189 ,06667 ,03801 -,06335 ,19669 

C/N Equal 

variances 

assumed 

2,571 ,184 2,828 4 ,047 2,66667 ,94281 ,04901 5,28432 

Equal 

variances not 

assumed 

  2,828 2,56 ,080 2,66667 ,94281 -,64770 5,98104 

Bahan 

organik 

Equal 

variances 

assumed 

,205 ,674 1,251 4 ,279 1,35333 1,08139 -1,6491 4,35576 

Equal 

variances not 

assumed 

  1,251 3,90 ,281 1,35333 1,08139 -1,6798 4,38650 
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P tersedia Equal 

variances 

assumed 

2,232 ,209 1,807 4 ,145 1,11000 ,61424 -,59540 2,81540 

Equal 

variances not 

assumed 

  1,807 2,88 ,172 1,11000 ,61424 -,88805 3,10805 

Kadar air Equal 

variances 

assumed 

2,674 ,177 -1,539 4 ,199 -,04840 ,03146 -,13574 ,03894 

Equal 

variances not 

assumed 

  -1,539 2,10 ,258 -,04840 ,03146 -,17761 ,08081 

Intensitas 

cahaya 

Equal 

variances 

assumed 

,967 ,381 -34,517 4 ,000 -346,3888 10,03541 -374,25 -318,526 

Equal 

variances not 

assumed 

  -34,517 3,29 ,000 -346,3888 10,03541 -376,76 -316,008 

 

 

Lampiran 3. Uji korelasi antara faktor abiotik lingkungan, fisikokimia tanah dan 

densitas bakteri PGPR 

 

 Densitas IAA Densitas BPF Densitas BPN 

Suhu udara Pearson Correlation -,497 ,695 -,277 

Sig. (2-tailed) ,316 ,125 ,595 

N 6 6 6 

Ketinggian Pearson Correlation -,311 ,089 -,493 

Sig. (2-tailed) ,549 ,867 ,320 

N 6 6 6 

Diameter pohon Pearson Correlation -,760 -,127 -,746 

Sig. (2-tailed) ,080 ,810 ,088 

N 6 6 6 

Jarak pohon Pearson Correlation -,181 -,583 -,407 

Sig. (2-tailed) ,731 ,224 ,423 

N 6 6 6 

Tinggi pohon Pearson Correlation -,181 -,583 -,407 

Sig. (2-tailed) ,731 ,224 ,423 

N 6 6 6 

pH Tanah Pearson Correlation -,799 ,060 -,776 

Sig. (2-tailed) ,057 ,910 ,069 

N 6 6 6 

C organik Pearson Correlation -,468 -,560 -,735 

Sig. (2-tailed) ,349 ,248 ,096 

N 6 6 6 

N Total Pearson Correlation -,089 -,344 -,038 

Sig. (2-tailed) ,866 ,505 ,944 

N 6 6 6 

C/N Pearson Correlation ,540 ,142 ,698 

Sig. (2-tailed) ,268 ,789 ,123 

N 6 6 6 

Bahan organik Pearson Correlation ,520 ,407 ,693 

Sig. (2-tailed) ,290 ,423 ,127 

N 6 6 6 

P tersedia Pearson Correlation ,462 -,673 ,247 

Sig. (2-tailed) ,357 ,143 ,637 

N 6 6 6 

Kadar air Pearson Correlation -,146 -,476 -,470 
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Sig. (2-tailed) ,782 ,340 ,346 

N 6 6 6 

Intensitas cahaya Pearson Correlation -,354 ,061 -,536 

Sig. (2-tailed) ,491 ,909 ,273 

N 6 6 6 

Densitas IAA Pearson Correlation 1 ,001 ,865
*
 

Sig. (2-tailed)  ,999 ,026 

N 6 6 6 

Densitas BPF Pearson Correlation ,001 1 ,414 

Sig. (2-tailed) ,999  ,414 

N 6 6 6 

Densitas BPN Pearson Correlation ,865
*
 ,414 1 

Sig. (2-tailed) ,026 ,414  

N 6 6 6 

Indeks Diversitas 

IAA 

Pearson Correlation 
-,492 ,261 -,507 

 Sig. (2-tailed) 
,321 ,617 ,305 

 N 
6 6 6 

Indeks Diversitas 

BPF 

Pearson Correlation 
,492 -,261 ,507 

 Sig. (2-tailed) 
,321 ,617 ,305 

 N 
6 6 6 

Indeks Diversitas 

BPN 

Pearson Correlation 
,492 -,261 ,507 

 Sig. (2-tailed) 
,321 ,617 ,305 

 N 
6 6 6 

 

 

Lampiran 4. Uji analisis multivariat faktor fisikokimia dan biologi tanah, densitas 

dan diversitas bakteri PGPR 
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Lampiran 5. Hasil Uji Nanodrop ekstraksi DNA tanah kopi Arabika dan Robusta 

 
Sampel ng/l A260 A280 260/280 260/230 Konstanta Cursor 

Pos 

Cursor 

Abs  

340 

raw 

SS 65,55 1,311 0,832 1,58 0,10 50,00 230 12,724 0,631 

SW 129,40 2,588 1,514 1,71 0,21 50,00 230 12,270 0,692 

 

 

Lampiran 6. Kurva standar produksi IAA, pelarut fosfat dan penambat nitrogen 

 

Lampiran 6.1 Kurva standar produksi IAA 

 

Konsentrasi 

(ppm) 
Absorbansi 

0 0 

5 0,022 

10 0,056 

15 0,077 

20 0,119 

25 0,14 

35 0,225 

45 0,275 

50 0,28 

60 0,325 

 

Lampiran 6.2 Kurva standar pelarut fosfat 

 
Konsentrasi 

(ppm) 
Absorbansi 

0 0 

0,5 0,094 

1 0,216 

2 0,438 

3 0,739 

4 0,899 

6 1,199 

8 1,636 

10 2,23 

 

Lampiran 6.3 Kurva standar produksi amonia 

 
Konsentrasi 

(ppm) 
Absorbansi 

0 0 

0,5 0,032 

1 0,062 

1,5 0,079 

2 0,108 

2,5 0,129 

3 0,154 

3,5 0,193 

4 0,211 

4,5 0,242 

5 0,254 
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Lampiran 7. Analisis Potensi Bakteri PGPR 

Lampiran 7.1 Analisis produksi rata-rata IAA pada Kopi Robusta dan Arabika 

 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 LogIAA_totall 

N 30 

Normal Parameters
a,b

 Mean 1,6536 

Std. Deviation ,31918 

Most Extreme 

Differences 

Absolute ,138 

Positive ,085 

Negative -,138 

Test Statistic ,138 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,152
c
 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

c. Lilliefors Significance Correction. 

 

Test of Homogeneity of Variances 

LogIAA_totall   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

2,055 9 20 ,086 

 

ANOVA 

LogIAA_totall   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 2,219 9 ,247 6,702 ,000 

Within Groups ,736 20 ,037   

Total 2,954 29    
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LogIAA_totall 

 

Isolat N 

Subset for alpha = 0.05 

 1 2 3 4 

Tukey HSD
a
 S141 3 1,2029    

W146 3 1,3518 1,3518   

W152 3 1,4197 1,4197 1,4197  

W2442 3 1,4362 1,4362 1,4362 1,4362 

S222 3 1,6022 1,6022 1,6022 1,6022 

S223 3  1,7695 1,7695 1,7695 

W2432 3  1,8999 1,8999 1,8999 

S234 3   1,9290 1,9290 

S1632 3   1,9492 1,9492 

W2441 3    1,9752 

Sig.  ,302 ,054 ,069 ,061 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 

 

 

Lampiran 7.2 Analisis produksi IAA pada Kopi Robusta dan Arabika berdasarkan 

waktu dan jenis isolat bakteri IAA 
 

                             Tests of Normality 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 LogIAA 

N 90 

Normal Parameters
a,b

 Mean 1,6148 

Std. Deviation ,38262 

Most Extreme 

Differences 

Absolute ,077 

Positive ,053 

Negative -,077 

Test Statistic ,077 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,200
c,d

 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

c. Lilliefors Significance Correction. 

d. This is a lower bound of the true significance. 
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Levene's Test of Equality of Error Variances
a
 

Dependent Variable:   LogIAA   

F df1 df2 Sig. 

4,060 30 60 ,000 

Tests the null hypothesis that the error variance of the 

dependent variable is equal across groups. 

a. Design: Intercept + Isolat + Waktu + Isolat * Waktu 

 
 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:   LogIAA   

Source 

Type III Sum 

of Squares Df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 11,065
a
 30 ,369 11,138 ,000 

Intercept 190,262 1 190,262 5745,348 ,000 

Isolat 7,971 10 ,797 24,069 ,000 

Waktu ,386 2 ,193 5,828 ,005 

Isolat * Waktu 2,760 18 ,153 4,629 ,000 

Error 1,987 60 ,033   

Total 249,851 91    

Corrected Total 13,052 90    

a. R Squared = ,848 (Adjusted R Squared = ,772) 

 
 

Test of Homogeneity of Variances 

LogIAA   

Levene 

Statistic df1 df2 Sig. 

4,121 29 60 ,000 

 
 

ANOVA 

LogIAA   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 11,031 29 ,380 11,416 ,000 

Within Groups 1,999 60 ,033   

Total 13,030 89    
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Interaksi isolat IAA dan waktu 

 

Interaksi N 

Subset for alpha = 0.05 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Tukey HSD
a
 S141 vs 48 jam 3 ,8242         

S141 vs 72 jam 3 1,1290 1,1290        

WI46 vs 24 jam 3 1,1372 1,1372        

W152 vs 24 jam 3 1,1588 1,1588 1,1588       

W2442 vs 48 jam 3 1,2227 1,2227 1,2227       

W2442 vs 72 jam 3 1,2368 1,2368 1,2368       

S222 vs 24 jam 3 1,2890 1,2890 1,2890 1,2890      

S141 vs 24 jam 3 1,3028 1,3028 1,3028 1,3028      

WI46 vs 72 jam 3 1,3519 1,3519 1,3519 1,3519 1,3519     

W2442 vs 24 jam 3  1,4201 1,4201 1,4201 1,4201 1,4201    

S234 vs 72 jam 3  1,5064 1,5064 1,5064 1,5064 1,5064 1,5064   

W152 vs 72 jam 3  1,5281 1,5281 1,5281 1,5281 1,5281 1,5281   

WI46 vs 48 jam 3  1,5380 1,5380 1,5380 1,5380 1,5380 1,5380   

W152 vs 48 jam 3  1,5593 1,5593 1,5593 1,5593 1,5593 1,5593 1,5593  

S1632 vs 24 jam 3  1,5988 1,5988 1,5988 1,5988 1,5988 1,5988 1,5988  

S223 vs 24 jam 3  1,6075 1,6075 1,6075 1,6075 1,6075 1,6075 1,6075  

S223 vs 72 jam 3  1,6641 1,6641 1,6641 1,6641 1,6641 1,6641 1,6641 1,6641 

S222 vs 72 jam 3  1,6853 1,6853 1,6853 1,6853 1,6853 1,6853 1,6853 1,6853 

W2432 vs 24 jam 3   1,7369 1,7369 1,7369 1,7369 1,7369 1,7369 1,7369 

W2432 vs 48 jam 3    1,8404 1,8404 1,8404 1,8404 1,8404 1,8404 

S223 vs 48 jam 3     1,8977 1,8977 1,8977 1,8977 1,8977 

S222 vs 48 jam 3     1,9222 1,9222 1,9222 1,9222 1,9222 
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S234 vs 48 jam 3     1,9240 1,9240 1,9240 1,9240 1,9240 

W2441 vs 24 jam 3      1,9422 1,9422 1,9422 1,9422 

W2441 vs 48 jam 3      1,9643 1,9643 1,9643 1,9643 

W2441 vs 72 jam 3      1,9732 1,9732 1,9732 1,9732 

S1632 vs 72 jam 3       2,0451 2,0451 2,0451 

W2432 vs 72 jam 3       2,0801 2,0801 2,0801 

S234 vs 24 jam 3        2,1300 2,1300 

S1632 vs 48 jam 3         2,2279 

Sig.  ,139 ,086 ,059 ,094 ,065 ,091 ,063 ,067 ,076 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 
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Lampiran 7.3 Analisis produksi rata-rata pelarut fosfat pada Kopi Robusta dan 

Arabika 
 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 konsentrasi 

N 6 

Normal Parameters
a,b

 Mean 2,2617 

Std. Deviation ,66677 

Most Extreme 

Differences 

Absolute ,300 

Positive ,300 

Negative -,179 

Test Statistic ,300 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,097
c
 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

c. Lilliefors Significance Correction. 

 
Test of Homogeneity of Variances 

Konsentrasi  (ppm) 

Levene 

Statistic df1 df2 Sig. 

1,445 1 4 ,296 

ANOVA 

Konsentrasi (ppm) 

 

Sum of 

Squares Df Mean Square F Sig. 

Between Groups ,037 1 ,037 ,067 ,808 

Within Groups 2,186 4 ,547   

Total 2,223 5    

 

Lampiran 7.4  Analisis produksi pelarut fosfat pada Kopi Robusta dan Arabika 

berdasarkan faktor waktu dan jenis isolat BPF 

 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 LogBPF_ 

N 81 

Normal Parameters
a,b

 Mean ,3986 

Std. Deviation ,26885 

Most Extreme 

Differences 

Absolute ,066 

Positive ,062 

Negative -,066 

Test Statistic ,066 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,200
c,d

 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

c. Lilliefors Significance Correction. 

d. This is a lower bound of the true significance. 
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Levene's Test of Equality of Error 

Variances
a
 

Dependent Variable:   LogBPF  

F df1 df2 Sig. 

2,334 26 54 ,004 

Tests the null hypothesis that the error 

variance of the dependent variable is equal 

across groups. 

a. Design: Intercept + Isolat + Waktu + Isolat 

* Waktu 

 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:   LogBPF_Total   

Source 

Type III Sum 

of Squares Df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 2,358
a
 26 ,091 1,430 ,133 

Intercept 12,869 1 12,869 202,923 ,000 

Isolat 1,051 8 ,131 2,071 ,055 

Waktu ,652 2 ,326 5,141 ,009 

Isolat * Waktu ,655 16 ,041 ,645 ,832 

Error 3,425 54 ,063   

Total 18,652 81    

Corrected Total 5,782 80    

a. R Squared = ,408 (Adjusted R Squared = ,123) 

 

LogBPF 

Tukey HSD
a,b

   

Isolat N 

Subset 

1 2 

W124 9 ,2099  

W113 9 ,2829 ,2829 

S131 9 ,3016 ,3016 

S132 9 ,3899 ,3899 

W335 9 ,4091 ,4091 

W323 9 ,4218 ,4218 

W3 9 ,4580 ,4580 

W123 9 ,5128 ,5128 

W35 9  ,6012 

Sig.  ,232 ,179 
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Means for groups in homogeneous subsets 

are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = 

,063. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 

9,000. 

b. Alpha = ,05. 

 
 

LogBPF_Total 

Tukey HSD
a,b

   

Waktu N 

Subset 

1 2 

72 jam 27 ,2762  

24 jam 27 ,4308 ,4308 

48 jam 27  ,4888 

Sig.  ,071 ,676 

Means for groups in homogeneous subsets 

are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = 

,063. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 

27,000. 

b. Alpha = ,05. 

 

Lampiran 7.5 Analisis produksi rata-rata amonia pada Kopi Robusta dan Arabika 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Isolat 

N 36 

Normal Parameters
a,b

 Mean 6,5000 

Std. Deviation 3,50102 

Most Extreme 

Differences 

Absolute ,096 

Positive ,096 

Negative -,096 

Test Statistic ,096 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,200
c,d

 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

c. Lilliefors Significance Correction. 

d. This is a lower bound of the true significance. 
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Test of Homogeneity of Variances 
Konsentrasi   

Levene 

Statistic df1 df2 Sig. 

5,872 11 24 ,000 

 
ANOVA 

Konsentrasi   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 2287,622 11 207,966 13,956 ,000 

Within Groups 357,631 24 14,901   

Total 2645,253 35    

Konsentrasi 
Tukey HSD

a
   

Isolat N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

W2.1.5.2 3 ,1033   

W3.4.2 3 ,1489   

S2.2.4 3 ,3133   

S2.2.2 3 ,5589   

W2.2.2 3 ,5630   

W3.2.2 3 ,7722   

S3.1.1 3 ,7933   

W2.1.4.1 3 1,2244   

S3.4.2 3 1,9600   

W1.1.2 3 9,5100 9,5100  

W3.5.1 3  14,3356  

W1.2 3   27,0833 

Sig.  ,174 ,917 1,000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 

 

Lampiran 7.6 Analisis produksi amonia pada Kopi Robusta dan Arabika 

berdasarkan faktor waktu dan jenis isolat BPN  

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 LogBPN_Total 

N 84 

Normal Parameters
a,b

 Mean ,4367 

Std. Deviation ,64131 

Most Extreme 

Differences 

Absolute ,095 

Positive ,095 

Negative -,095 

Test Statistic ,095 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,057
c
 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

c. Lilliefors Significance Correction. 
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Levene's Test of Equality of Error 

Variances
a
 

Dependent Variable:   LogBPN_Total   

F df1 df2 Sig. 

4,906 31 52 ,000 

Tests the null hypothesis that the error 

variance of the dependent variable is equal 

across groups. 

a. Design: Intercept + Isolat + Waktu + Isolat 

* Waktu 

 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:   LogBPN 

Source 

Type III Sum 

of Squares Df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 27,811
a
 31 ,897 7,375 ,000 

Intercept 7,899 1 7,899 64,937 ,000 

Isolat 15,735 9 1,748 14,373 ,000 

Waktu 1,202 3 ,401 3,293 ,028 

Isolat * Waktu 10,514 19 ,553 4,549 ,000 

Error 6,325 52 ,122   

Total 50,153 84    

Corrected Total 34,136 83    

a. R Squared = ,815 (Adjusted R Squared = ,704) 

 

Test of Homogeneity of Variances 

LogBPN_Total   

Levene 

Statistic df1 df2 Sig. 

5,222
a
 27 52 ,000 

a. Groups with only one case are ignored in 

computing the test of homogeneity of variance for 

LogBPN_Total. 

 

ANOVA 

LogBPN 

 

Sum of 

Squares Df Mean Square F Sig. 

Between Groups 27,811 31 ,897 7,375 ,000 

Within Groups 6,325 52 ,122   

Total 34,136 83    
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Lampiran 8.  Hasil Uji Nanodrop isolat PGPR terpilih dari rhizosfer kopi Arabika 

dan Robusta 

 

Sampel ng/l A260 A280 260/280 260/230 Konstanta 
Cursor 

Pos 

Cursor 

Abs 

340 

raw 

W2441 55,37 1,107 0,581 1,90 1,52 
50,00 230 

0,727 -

0,036 

W35 137,14 2,743 1,440 1,90 1,68 50,00 230 1,637 0,011 

W12 6,66 0,133 0,081 1,65 0,37 
50,00 230 

0,357 -

0,020 

S1632 26,65 0,533 0,304 1,75 0,85 
50,00 230 

0,628 -

0,006 

S131 24,96 0,499 0,275 1,81 0,88 50,00 230 0,568 0,013 

S342 124,36 2,487 1,290 1,93 1,95 50,00 230 1,278 0,005 

 

Lampiran 9. Karakteristik morfologi isolat PGPR terpilih dari rhizosfer kopi 

Arabika dan Robusta 

Karakteristik 
Isolat 

W2.4.4.1 S16.3.2 W3.5 S1.3.1 W1.2 S3.4.2 

Bentuk koloni       

Bulat  + - - - + + 

Tidak teratur  - + + + - - 

Berfilamen  - - - - - - 

Berserabut  - - - - - - 

Bentuk tepi       

Menyeluruh - - + - + - 

Beralun  - - - + - - 

Lobate  + + - - - - 

Erose  - - - - - + 

Permukaan elevasi        

Datar - + + + - - 

Menaik  - - - - - + 

Cembung  + - - - + - 

Umbonat  - - - - - - 

Pulvinat  - - - - - - 

Cembung papilat  - - - - - - 

Cembung berkerut - - - - - - 

Permukaan tekstur       

Kasar  - - - - - - 

Berkontur  + + + +  + 

Berbatasan secara radial - - - - + - 

Berkerut  - - - - - - 

Permukaan konsistensi       

Kering dan rapuh - - - - - - 

Pertumbuhan tipis - + + - - - 

Lekit  + - - + + + 

Garis inokulasi - - - - - - 

Ciri optik       

Opalens  - - - - - - 

Iridescens  - - - - - - 

Pudar  + + + + + + 

Berkilat  - - - - - - 

Cat Gram       
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Gram (-) - - - - - - 

Gram (+) + + + + + + 

Bentuk sel       

Basil  + + + + + + 

Coccus  - - - - - - 

 

 

Lampiran 10. Hasil purifikasi sekuen isolat terpilih berdasarkan 16S rDNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 11. Isolat PGPR dan panjang sekuen DNA 
Isolat  Panjang nukleotida Kemampuan PGPR 

W2441 1430 bp Produksi IAA 

S1.6.3.2 1419 bp Produksi IAA 

W3.5 1417 bp Pelarut fosfat 

S1.3.1 1430 bp Pelarut fosfat 

W1.2 1423 bp Penambat nitrogen 

S3.4.2 1529 bp Penambat nitrogen 

 

Lampiran 12. Data Urutan Basa Nukleotida 16S rDNA  

Lampiran 12.1 Data urutan basa nukleotida 16S rDNA Bacillus subtilis S1.6.3.2  

GTTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTG

GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACT

TACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGA

TCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC

GGAGCAACGCCGCCTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCG

GTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGG

AATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAAC

TGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGC

GAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC

CGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG

GTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA

CCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTC

GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCT

AAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAAGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT

ACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAAC
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TCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG

TCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAG 

Lampiran 12.2 Data urutan basa nukleotida 16S rDNA Bacillus subtilis S1.3.1 

TCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGG

ATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTA

CAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATC

GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG

AGCAACGCCGCCTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTA

CCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAAT

TATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTG

GGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA

AGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG

TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGT

CGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC

TTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGT

CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAA

GGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA

CAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACT

CGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT

CACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGT 

Lampiran 12.3 Data urutan basa nukleotida 16S rDNA Bacillus wiedmannii S3.4.2 

AATAGAGATTGAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGAT

AACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATG

GATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG

CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAG

CAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACC

TTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTA

TTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGG

AGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAG

GCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA

ACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC

AAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA

CCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG

CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGT

GACTGCCGGTGACAAACCGGAAGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAAT

GGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCC

TACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC

CACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCGGTAAGGT 

Lampiran 12.4 Data urutan basa nukleotida 16S rDNA Bacillus methylotropicus 

W1.2 

GCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGA

CTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACC

ACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGG

TGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT

GACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGG

GCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTC

CGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGG

AAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAG

TGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
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ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG

TACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGA

AGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGT

TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCA

CTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACG

TGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTG

CAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG

CCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGT 

Lampiran 12.5 Data urutan basa nukleotida 16S rDNA Pseudomonas putida W3.5 

CTACCATGCAAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGT

AGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTAT

CAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCA

GTCACACTGGAAATGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCA

GCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTT

TTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTA

CTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCA

AGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGG

CGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA

ACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA

AGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC

CAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGC

TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGGGGGCACTCTAAGG

AGACTGCCGGTGACAAACCGGAAGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACA

ATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCG

ACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA

CACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTTACCCACG 

Lampiran 12.6 Data urutan basa nukleotida 16S rDNA Bacillus sp. W2.4.4.1 

TCCACCTTAGGCGGCTGGCTCCATAAAGGTTACCCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACA

AGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATC

CGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGTCTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCA

GGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTTAATG

ATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACC

TGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTTCTAGGGTTTTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCG

AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGT

GCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATC

TAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTC

TACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCG

TGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCG

CGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAA

CAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTG

CTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTG

AGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATGCAG

TTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCG

CCGCTAACTTCATGAGAGCAAGCTCTCAATCCATTCGCTCGACTTGC 
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Lampiran 13. Tabel Similaritas  

Lampiran 13.1 Tabel similaritas Bacillus subtilis S1.6.3.2 dan S1.3.1 dengan isolat-isolat acuan 

No. Isolat 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1. S131 

               2. S1632 

               3. Bacillus subtilis DSM 10T 99,9 

              4. Bacillus methylotrophicus SY2  99,6 99,6 

             5. Bacillus shackletonii LMG 18435 95,6 95,6 95,6 

            6. Bacillus pseudofirmus DSM 8715 94,1 94,1 94,1 94,1 

           7. Bacillus halodurans ATCC 27557T 93,9 93,9 93,9 93,9 93,9 

          8. Bacillus thuringiensis  IAM 12077T 93,6 93,6 93,6 93,6 93,6 93,6 

         9. Bacillus flexus IFO15715  93,5 93,5 93,5 93,5 93,5 93,5 93,5 

        10. Bacillus acidiceler CBD 119 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 

       11. Bacillus wiedmannii FSL W8-0169 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 

      12. Bacillus luciferensis LMG 18422 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 

     13. Bacillus mycoides ATCC 6462T 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 

    14. Bacillus megaterium IAM 13418 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 

   15. Bacillus aryabhattai B8W22  93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 

  16. Bacillus hemicellulosilyticus C-11 92,7 92,7 92,7 92,7 92,7 92,7 92,7 92,7 92,7 92,7 92,7 92,7 92,7 92,7 

 17. Bacillus cereus A41 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 
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Lampiran 13.2 Tabel similaritas Bacillus wiedmannii S3.4.2 dengan isolat-isolat acuan 

No. Isolat 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

1. S342 

             2. Bacillus wiedmannii FSL W8-0169 99,4 

            3. Bacillus luciferensis LMG 18422 95 95 

           4. Bacillus acidiceler CBD 119 94,8 94,8 94,8 

          5. Bacillus flexus IFO15715  94,7 94,7 94,7 94,7 

         6. Bacillus shackletonii LMG 18435 94,7 94,7 94,7 94,7 94,7 

        7. Bacillus megaterium IAM 13418 94 94 94 94 94 94 

       8. Bacillus aryabhattai B8W22  94 94 94 94 94 94 94 

      9. Bacillus pseudofirmus DSM 8715 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 93,2 

     10. Bacillus methylotrophicus SY2  93,1 93,1 93,1 93,1 93,1 93,1 93,1 93,1 93,1 

    11. Bacillus subtilis DSM 10T 93,1 93,1 93,1 93,1 93,1 93,1 93,1 93,1 93,1 93,1 

   12. Bacillus halodurans ATCC 27557T 92,8 92,8 92,8 92,8 92,8 92,8 92,8 92,8 92,8 92,8 92,8 

  13. Bacillus hemicellulosilyticus C-11 92,4 92,4 92,4 92,4 92,4 92,4 92,4 92,4 92,4 92,4 92,4 92,4 

 14. Bacillus cereus A41 92 92 92 92 92 92 92 92 92 92 92 92 92 
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Lampiran 13.3 Tabel similaritas Bacillus methylotropicus W1.2 dengan isolat-isolat acuan 

No. Isolat 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1. W12 

               2. Bacillus methylotrophicus SY2  100 

              3. Bacillus subtilis DSM 10T 99,7 99,7 

             4. Bacillus shackletonii LMG 18435 95,5 95,5 95,5 

            5. Bacillus pseudofirmus DSM 8715 94,4 94,4 94,4 94,4 

           6. Bacillus halodurans ATCC 27557T 94,1 94,1 94,1 94,1 94,1 

          7. Bacillus thuringiensis  IAM 12077T 93,7 93,7 93,7 93,7 93,7 93,7 

         8. Bacillus acidiceler CBD 119 93,7 93,7 93,7 93,7 93,7 93,7 93,7 

        9. Bacillus wiedmannii FSL W8-0169 93,6 93,6 93,6 93,6 93,6 93,6 93,6 93,6 

       10. Bacillus flexus IFO15715  93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 

      11. Bacillus luciferensis LMG 18422 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 

     12. Bacillus mycoides ATCC 6462T 93,3 93,3 93,3 93,3 93,3 93,3 93,3 93,3 93,3 93,3 93,3 

    14. Bacillus megaterium IAM 13418 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 

   15. Bacillus aryabhattai B8W22  93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 

  16. Bacillus hemicellulosilyticus C-11 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 93 

 17. Bacillus cereus A41 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 90,7 
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Lampiran 13.4 Tabel similaritas Pseudomonas putida W3.5 dengan isolat-isolat acuan 

No. Isolat 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1. W3.5 

               2. Pseudomonas putida S18 99,8 

              3. Pseudomonas taiwanensis DSM 21245 99,6 99,6 

             4. Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162 99,4 99,4 99,4 

            5. Pseudomonas putida  ATCC 12633T 98,9 98,9 98,9 98,9 

           6. Pseudomonas koreensis BCRC 17505T 98 98 98 98 98 

          7. Pseudomonas putida B57 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 

         8. Pseudomonas koreensis JH18 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 

        9. Pseudomonas fluorescens HXQ-N33 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 

       10. Pseudomonas moraviensis F9-6 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 

      11. Pseudomonas moraviensis 1B4T 97,6 97,6 97,6 97,6 97,6 97,6 97,6 97,6 97,6 97,6 

     12. Pseudomonas mandelii NBRC 103147T 96,7 96,7 96,7 96,7 96,7 96,7 96,7 96,7 96,7 96,7 96,7 

    13. Pseudomonas tolaasii NCPPB 2192 96,5 96,5 96,5 96,5 96,5 96,5 96,5 96,5 96,5 96,5 96,5 96,5 

   14. Pseudomonas fluorescens ATCC 13525T 96,4 96,4 96,4 96,4 96,4 96,4 96,4 96,4 96,4 96,4 96,4 96,4 96,4 

  15. Pseudomonas azotoformans DSM18862 96,3 96,3 96,3 96,3 96,3 96,3 96,3 96,3 96,3 96,3 96,3 96,3 96,3 96,3 

 16. Pseudomonas tolaasii ATCC 33618T 96,2 96,2 96,2 96,2 96,2 96,2 96,2 96,2 96,2 96,2 96,2 96,2 96,2 96,2 96,2 
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Lampiran 14. Tabel parameter yang diamati dan metode yang digunakan 

Parameter Satuan Alat/Metode/Media 

yang digunakan 

Waktu 

Pengamatan 

Pustaka Acuan 

Abiotik     

Suhu ºC Termometer Di lapangan Salla, 2009 

Intensitas cahaya Lux Luxmeter Di lapangan Decasy dkk., 2003 

Diameter pohon Cm Meteran Di lapangan Nesper dkk, 2017 

Elevasi  Dpl GPS Di lapangan Lin dkk, 2015 

Kelembaban relatif % Psikrometer  Di lapangan Salla, 2009 

Tanah     

pH-H2O (1:1)  Elektroda gelas Awal Kerridge, 1925 

C-organik % Walkey and Black Awal Walkley dan 

Black., 1934 

Bahan organik total % 1,74 × C-organik (%) Awal - 

N-total % Kjedahl Awal PanReac, 2018 

P-tersedia µg/mL 

(mg/kg) 

Bray-i Awal Bray dan Kurtz, 

1945 

Kadar air % Gravimetri Awal Blazka dan 

Fischer., 2014 

Bakteri PGPR     

Isolasi bakteri penghasil 

IAA 

 

 Triptic Soy Agar dan 

penambahan triptofan 

200 µg/mL 

Inkubasi selama 

48-72 jam 

Sukmadewi  dkk., 

2015 

Isolasi bakteri pelarut 

fosfat 

 Pikovskaya  Inkubasi selama 

48-72 jam 

Atlas, 2010 

Isolasi bakteri 

penambat nitrogen 

 NFb agar (Nitrogen-

free Bromothymol 

Blue) 

Inkubasi selama 

48-72 jam 

Baldani dkk., 2014 

Jumlah sel bakteri sel/gram Colony forming 

unit/CFU 

 Sutton, 2011 

Karakterisasi Bakteri  Pewarnaan Gram  Fawole & Oso, 

2004 

Konsentrasi penambat 

nitrogen 

µg/mL 

(mg/L) 

Nfb cair tanpa 

Bromothymol Blue 

1 MSI* Ahmad dkk., 2008, 

Baldani dkk., 2014 

Konsentrasi hormon 

IAA 

µg/mL 

(µg/mL) 

Triptic Soy Broth 

dengan penambahan 

200 µg/mL triptofan   

Setiap 24 jam 

selama 3 hari (jam 

ke 0, 24, 48, 72) 

Khalid dkk., 2004 

Konsentrasi fosfat 

terlarut 

µg/mL 

(µg/mL) 

Pikovskaya cair dengan 

penambahan 0,5% 

trikalsium fosfat (TCP) 

Inkubasi jam ke-

0, 24, 48, dan 72 

Chauhan dkk., 2014 

     

Keterangan : *MSI = minggu setelah inkubasi 
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Lampiran 15. Tabel jadwal penelitian 

No Kegiatan 
2019 2020 

Jan Feb Mar Apr Mei Jun Jul Agu Sep Okt Nov Des Jan Feb Mar Apr Mei Jun 

1. Penyusunan proposal √ √                 

2. Seminar proposal    √               

3. Revisi proposal    √               

4. Preparasi alat dan bahan   √ √               

5. Sampling tanah   √ √               

6. Isolasi PGPR    √ √              

7. Analisis metagenomik tanah,      √ √ √            

8. Skrining PGPR        √ √ √         

9. 
Identifikasi PGPR unggul 

secara filogenik 
         √ √ √     

  

10. Analisis data          √ √ √       

11. Laporan akhir penelitian           √ √ √      

12. 
Penyusunan dan pendaftaran 

manuskrip jurnal ilmiah 
            √ √ √  

  

13. Seminar hasil penelitian                √   

14 Revisi Naskah                 √  

15. Ujian Akhir & Penjilidan                  √ 

 

 

 

 

 

  

 


