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ABSTRACT

Analysis of phosphate dissolving activity, P dissolved; PMEase and IAA production by Plant Growth Promoting Rhizobacteria group
(PGPR) is a parameter to determine the effectiveness of these bacteria as biological organic fertilizer (BOF). This study was aimed to
obtain PGPR (Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Pseudomonas) that were potential as a BOF to reclamation on degraded plantation
area. This study used a random sampling method for 11 sampling points (1999P1, 1999P2, 1999P3, 1999P4, 1999P5, 2007P, 2007P1,
2007P2, 2007P3, 2007P4, 2007P5) in the area of rubber plant roots. Isolation and counting of bacterial populations used plate count
method on selective media (YEMA, Okon, Caceres, NFB AMA, PAB) whereas phosphate dissolving activity analysis, Dissolution
Efficiency Index (DE), PMEase and IAA production following the method of Nguyen, Bray, Seshadri, Tabatabai, and Gravel. The results
showed that of the 11 sampling points, 11 isolates were obtained effectively consisting of four groups of bacteria, namely: Rhizobium,
Azospirillum, Azotobacter and Pseudomonas with the number of population: 3.3x10°, 80x10°, 20x10°, and 14x10° cfu. The results of the
analysis of DE, soluble P, PMEase acid-base, and the highest IAA obtained from the bacterium isolated from the sampling point 1999P3
and 1999P1. This potential isolates will be used to the next research on reclamation of degraded land plantation

Key words: Nitrogen fixing bacteria, phosphate solubilizing bacteria.

ABSTRAK

Analisa aktivitas pelarutan fosfat, P terlarut, produksi PMEase dan IAA oleh kelompok Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR)
merupakan parameter untuk mengetahui efektivitas bakteri tersebut sebagai pupuk organik hayati (POH). Penelitian ini bertujuan untuk
mendapatkan PGPR (Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Pseudomonas) berpotensi sebagi POH untuk mereklamasi areal perkebunan
terdegradasi. Penelitian ini menggunakan metode random sampling untuk pengambilan sampel di 11 titik sampling (1999P1, 1999P2,
1999P3, 1999P4, 1999PS5, 2007P, 2007P1, 2007P2, 2007P3, 2007P4, 2007P5) di area perakaran tanaman karet. Isolasi dan penghitungan
populasi bakteri digunakan metode plate count pada media selektif (YEMA, Okon, Caceres, NFB, AMA, PAB) sedangkan analisa
aktivitas pelarutan fosfat, Indeks Pelarutan Efisiensi (EP), P terlarut, produksi PMEase dan IAA mengikuti metode dari Nguyen, Bray,
Seshadri, Tabatabai, dan Gravel. Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari 11 titik sampling, didapatkan 11 isolat efektif yang terdiri dari
4 kelompok bakteri yaitu: Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter, dan Pseudomonas dengan jumlah populasi: 3,3x10%; 80x10°; 20x10°;
dan 14x10° cfu. Hasil analisis EP, P terlarut, PMEase asam-basa, dan IAA tertinggi diperoleh dari isolat Rhizobium, Azospirillum,
Azotobacter, dan Pseudomonas yang diisolasi dari titik sampling 1999P1 dan 1999P3. Isolat potensial tersebut akan digunakan pada
penelitian selanjutnya untuk reklamasi perkebunan yang terdegradasi.

Kata kunci: Bakteri penambat nitrogen, bakteri pelarut fosfat

PENDAHULUAN

Analisa aktivitas pelarutan fosfat, P terlarut,
produksi PMEase dan IAA oleh kelompok Plant
Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) merupa-
kan parameter untuk mengetahui efektivitas bakteri
tersebut sebagai pupuk organik hayati (POH). Bak-
teri PGPR berpotensi untuk mereklamasi areal
perkebunan terdegradasi akibat penggunaan pupuk
yang kurang bijaksana.

Pemberian pupuk kimia khususnya Triple
Super Phosphate (TSP) yang terus menerus pada
area perkebunan menyebabkan residu pupuk kimia

pada tanah perkebunan, karena fosfat tidak mudah
tercuci (Supardi, 1980). Sehingga terjadi fiksasi
fosfat yang semakin lama semakin tinggi dalam
tanah dan mengakibatkan polusi agroekologi
kandungan pupuk fosfat dalam tanah (Supardi,
1980). Akibatnya penyerapan fosfat yang hanya
tersedia sekitar 15% - 26% akan membuat
pertumbuhan tanaman tidak maksimal (kerdil),
karena difisiensi fosfor. Efek samping lainnya
adalah tanah menjadi jenuh dan kurang subur
(terdegradasi) sehingga membutuhkan reklamasi.
Salah satu alternatif dalam pengembalian kesuburan
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tanah di area perkebunan adalah dengan
menggunakan teknik pupuk organik hayati (POH).
Pupuk  tersebut  berupa
memanfaatkan bakteri PGPR (plant growth

promoting  rhizobacteria) indigenous. Bakteri

inokulan  yang

tersebut bersifat efektif dan agresif menginfeksi
akar sehingga akar akan terhindar dari infeksi
bakteri lain yang merugikan tanaman (hama
penyakit) serta dapat memperbaiki aerasi tanah dan
tanah menjadi subur. Isolat bakteri PGPR yang
akan digunakan secbagai pupuk hayati biasanya
diisolasi dari tanah (rizosfir) dari area yang akan
disuburkan. Rao (1994) mengemukakan, bahwa
untuk memperbaiki difisiensi fosfor pada tanaman
adalah dengan menginokulasi biji / tanah dengan
mikroorganisme pelarut fosfat bersama - sama
dengan pupuk fosfat. Apabila teknologi tersebut
dapat mereklamasi lahan terdegradasi dan mening-
katkan ketersediaan fosfat, tentunya akan menjadi
terobosan yang sangat berarti dalam meningkatkan
pertumbuhan dan produksi perkebunan dan
sekaligus merupakan solusi dalam penghematan
pemakaian pupuk fosfat kimiawi. Salah satu keun-
tungan dalam memanfaatkan bakteri PGPR adalah
terhindar dari efek pencemaran lingkungan, yaitu
dengan cara memberikan pupuk inokulan yang
mengandung bakteri PGPR ke dalam tanah sebelum
tanam dan sebulan setelah tanam.

Bakteri PGPR meliputi beberapa bakteri
seperti  Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter
(Penambat nitrogen) dan bakteri pelarut fosfat
seperti Pseudomonas. Bakteri ini dapat hidup
bebas dalam bintil akar, rhizosfir, permukaan akar
tanaman dan dalam tanah (Venkateswarlu dan Rao,
1983). Menurut Widawati dan Muharam (2012),
aktivitas ~ bakteri  Rhizobium,  Azispirillim,
Azotobacter adalah dapat menyediakan unsur N dan
beberapa mampu menyediakan unsur P bagi
tanaman serta dapat memproduksi hormon tumbuh
seperti [AA (Indol Asam Asetat). Bakteri tersebut
akan menambat N dari udara dan mengubahnya
menjadi NH; dengan menggunakan nitrogenase,
kemudian NH; diubah menjadi glutamin atau alanin
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(Waters et al., 1998), sehingga bisa diserap oleh
tanaman dalam bentuk NO; dan NH,". Bakteri
penambat nitrogen dan juga sebagai pelarut fosfat
efektif, populasinya dalam tanah hanya kira-kira
antara 0,1 — 0,5 % dari total mikroorganisme yang
ada (Kucey, 1983).

Pelarutan fosfat oleh aktivitas bakteri pelarut
fosfat terjadi pada saat perubahan kelarutan
senyawa fosfat organik yang menghasilkan asam-
asam organik (asam sitrat, glutamat, dan suksinat)
dan bereaksi dengan AI*", Fe’*, Ca*" atau Mg”"
membentuk komplek stabil serta membebaskan ion
fosfat terikat menjadi tersedia bagi tanaman.
Bakteri pelarut fosfat menghasilkan enzim fitase
dan enzim fosfatase penghasil asam — asam organik
yang dapat memineralisasi fosfat organik dalam
tanah (Alexander, 1977). Enzim fosfatase atau
fosfomonoesterase (PMEase) dipengaruhi oleh
adanya reaksi asam dan basa dalam tanah serta
akan mempengaruhi transformasi fosfat yang disin-
tesis oleh BPF dalam tanah. Enzim-enzim tersebut
juga bertanggung jawab pada proses hidrolisis
fosfat organik menjadi fosfat anorganik (H2PO4,
HPO4) yang tersedia bagi
(Kustiyaningsih, 2003). Mikroba tersebut juga
memproduksi asam amino, vitamin dan growth

tanaman

promoting substance seperti IAA dan asam
giberelin yang dapat meningkatkan pertumbuhan
tanaman (Ponmugaran, 2006).

Hormon 1AA (Indol-3-acetic acid) adalah zat
auksin endogen yang terdapat pada tanaman
(Salisbury dan Ross, 1995). IAA termasuk
fitohormon golongan auksin alami (senyawa
organik bukan nutrisi) yang aktif dalam jumlah
kecil dan dapat meningkatkan sintesis DNA dan
RNA, serta meningkatkan pertukaran proton
(Aslamsyah, 2002).

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan
bakteri PGPR (Rhizobium,

Azotobacter, Pseudomonas) yang berpotensi dan

Azospirillum,

mempunyai efektivitas baik sebagai POH untuk
mereklamasi area  perkebunan karet yang
terdegradasi. Area tanaman karet dipilih sebagai
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objek penelitian karena masih jarangnya informasi
tentang keberadaan mikroba di daerah perakaran
karet dan banyaknya tanah perkebunan yang
terdegradasi akibat pupuk kimia.

BAHAN DAN CARA KERJA

Sampel tanah diambil dari rhizosfir tanaman
karet (11 titik sampling) dari perkebunan karet
milik PTPN VII Bandar Lampung yang berlokasi di
unit usaha Kedaton, Tanjung Bintang, Kabupaten
Lampung Selatan. Tanah diayak dan dikering an-
ginkan kemudian dibawa ke laboratorium Mikrobi-
ologi, P2B, LIPI. Sampel tanah diisolasi dengan
kode: 1999P1-1999P5 dan 2007P, 2007P1 -
2007P5. Isolasi dan penghitungan populasi bakteri
Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter, dan Pseudo-
monas dilakukan dengan menggunakan metode
plate count (Vincent, 1982). Isolasi bakteri tersebut
menggunakan medium selektif, yaitu: Medium YE-
MA/Agar manitol ekstrak khamir untuk Rhizobium
(Rao0,1994), medium Caceres (Caceres, 1982) dan
NFb semi padat tanpa unsur N (Baldani et al.,
1980) untuk Azopirillum, medium Agar manitol
Ashby untuk Azotobacter (Rao, 1994), dan medium
Pikovskaya untuk bakteri pelarut fosfat (Gaur,
1981) yang diteruskan ke medium Pseudomonas
agar base untuk mendapatkan bakteri Pseudomo-
nas. Analisa kualitatif kemampuan bakteri Rhizobi-
um, Azospirillum, Azotobacter dan Bakteri pelarut
Fosfat (BPF) seperti Pseudomonas dalam aktivitas
pelarutan P pada medium pikovskaya padat dan
Indeks Efisiensi Pelarutan fosfat (EP = Diameter
koloni bakteri/ diameter zona bening) pada Ca;
(PO,4), sebagai sumber fosfat yang terdapat dalam
media Pikovskaya padat dan cair dilakukan dengan
metode Nguyen ef al. (1992) dan Seshadri et al
(2002). Bakteri Penambat Nitrogen (BPN) dan
Bakteri Pelarut Fosfat (BPF) yang mampu melarut-
kan fosfat terikat akan ditandai dengan adanya zona

bening (holozone) disekitar pertumbuhan koloni.

Analisa kemampuan kuantitatif BPN dan BPF da-
lam aktivitas pelarutan fosfat terikat pada media
Pikovskaya padat menggunakan metode Bray
(Buckman et al., 1982) dan cair menggunakan
metode Allen (1974) serta aktivitas enzim fosfomo-
noesterase (PME-ase) asam dan basa dan kondisi
pH selama inkubasi 7 hari pada kultur murni (pH
asal =7) menggunakan metode Tabatabai (1994).
Kultur dipanen dan disentrifugasi 10 menit, lalu
fosfat yang dapat larut diukur menggunakan
metode Anderson (1982). Analisa produksi IAA
dari bakteri Rhizobium, Azotobacter, Azospirillum,
dan bakteri pelarut fosfat (Pseudomonas)
menggunakan metode Gravel ef al. (2007) dengan
menggunakan L- triptophan 200 mg/L sebagai
prekurson fisiologis biosintesis auksin. Analisis
statistitik (data) menggunakan SPSS soft ware yang
diuji dengan metode Duncan Multiple Range Test
pada taraf uji 5 % yang kemudian ditransfer ke
grafik.

HASIL

Hasil penghitungan populasi BPN (bakteri
penambat nitrogen) dan BPF (bakteri pelarut
fosfat), menunjukkan jumlah populasi bakteri
dibawah atau sama dengan 10°~10° CFU/g. Jumlah
yang bervariasi terlihat pada populasi bakteri Rhi-
zobium yang diisolasi dari titik sampling berkode
1999P1, 1999P4 dan 2007P1 yaitu 3,30 dan 2,55 x
10°CFU/g dan pada kode 2007P3 yaitu 0,20 x 10°
CFU/g. Populasi bakteri Azospirillum yang diisolasi
dari titik sampling berkode 1999P1, 1999P5,
2007P1 = 80,00 x 10° CFU/g) dan 2007P2 = 0,40 x
10° CFU/g. Populasi bakteri Azotobacter yang
diisolasi dari titik sampling berkode1999P, 2007P,
2007P1 dan 2007P4 = 20,00; 13,00; 10,00 x 10’
CFU/g) dan 1999P2 dan 1999P3 = 0,30 x 10° CFU/
g. Populasi bakteri Pseudomonas yang diisolasi
dari titik sampling berkode 1999P1, 1999P5 =
14,00 dan 13,00 x 10° CFU/g, dan 1999P3, 2007P4
=0,50; 0,30 x 10° CFU/g (Tabel 1).
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Tabel 1. Hasil isolasi dan penghitungan populasi bakteri (Results of isolation and
enumeration of bacterial populations).

Kode sempel

Jumlah populasi bakteri
(Number of bacterial population) CFU/gram (105)

(aample code) Rhizobium  Azospirillum  Azotobacter  Pseudomonas
1. 1999 P1 3,30 80,00 20,00 14,00
2. 1999 P2 1,05 1,00 0,30 6,30
3 1999 P3 0,55 3,00 0,30 0,30
4. 1999 P4 2,55 1,00 2,00 9,00
5. 1999 P5 2,10 80,00 7.00 13,00
6. 2007 p 1,35 8,00 13,00 9,60
1. 2007 P1 2,55 80,00 10,00 9,70
8. 2007 P2 0,40 0,40 2,00 8,50
9. 2007 P3 0,20 12,00 6,50 9,00
10. 2007 P4 1,05 40,01 0,00 0,50
11. 2007 P5 0,60 6,00 1,30 1,90

Tabel 2. Hasil pengujian kualitatif kemampuan bakteri melarutkan P dan Indeks Efisiensi Pelarutan (EP) fosfat
(Results of the qualitative test of bacteria's ability to dissolve P and Dissolution Efficiency Index (EP)

phosphate).

No. Kode sampel Tanah

Reaksi dan kemampuan bakteri yang diuji
(Reaction and ability of tested bacteriakemampuan bakteri)

(Code of soil sampel) Rhizobium Azospiriltum Azotobacter Pseudomonas
Reaksi EP Reaksi EP Reaksi EP Reaksi EP

1. 1999 P1 +4+ 140 +4++ 120 +++ 120 +4++ 160
2. 1999 P2 ++ 65 ++ 65 ++ 65 4+ 80
3. 1999 P3 ++ 70 ++ 70 ++ 60 ++ 70
4, 1999 P4 ++ 65 ++ 70 ++ 60 -+ 80
5. 1999 P5 +++ 100 +4++ 100 4+ 100 ++H 110
6. 2007 P +++ 85 4+ 85 +++ 80 +++ 100
7. 2007 P1 +4+ 85 +4+ 80 +4+ 80 +4+ 90
8. 2007 P2 ++ 60 + 55 + 50 ++ 60
9, 2007 P3 ++ 60 + 55 + 55 ++ 65
10. 2007 P4 ++ 60 + 55 ++ 60 e 65
11. 2007 P5 + 50 + 50 + 50 + 55

Keterangan : +++ = Reaksi pelarutan baik; ++ = Reaksi pelarutan sedang; + = Reaksi pelarutan rendah

Note: +++ = Good: ++ = Medusm; + = Low

Kemampuan bakteri Rhizobium, Azospirillum,
Azotobacter dan Pseudomonas melarutkan fosfat
pada medium padat ditunjukkan dengan Nilai In-
deks Efisiensi Pelarutan/EP (Tabel 2). Sebelas iso-
lat dari masing - masing bakteri tunggal
(Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter dan Pseudo-
monas) yang diisolasi dari masing — masing titik
sampling 1999P1, 1999P5, 2007P, dan 2007P1
mempunyai nilai Indeks EP baik (+++) dibanding
isolat yang lain. Nilai Efisiensi Pelarutan berturut-

turut adalah : 140, 100, 85, dan 85 (Rhizobium);
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120, 100, 85, dan 80 (Azospirillum);, 120, 100, 80,
dan 80 (Azotobacter); serat 160, 110, 100, dan 90
(Pseudomonas) dan reaksi pelarutan rendah (+)
adalah 50, 50, 50, dan 55 dihasilkan oleh Rhizobi-
um, Azospirillum, Azotobacter, dan Pseudomonas
yang diisolasi dari titik sampling kode 2007P5.
Nilai Indeks Efisiensi dengan reaksi pelarutan ren-
dah juga diperoleh oleh bakteri Azospirillum yang
diisolasi dari titik sampling kode 2007P2- 2007P4
serta Azotobacter yang diisolasi dari titik sampling
kode 2007P2 dan 2007P3.
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Bakteri yang diisolasi dari titik sampling
1999P1 mampu menghasilkan nilai PME-ase asam
dan basa lebih tinggi dibandingkan bakteri dari titik
sampling lainnya, yaitu: 1,23 dan 1,10 mg p-
nitrofenol/mL dengan pH 5,1 dan hasil terendah
0,10 dan 0,12 mg p-nitrofenol/mL dengan pH 5,4
diproduksi bakteri dari titik sampling 1999P5. Hasil
PME-ase basa terendah lainnya dihasilkan oleh
bakteri Rhizobium yang diisolasi dari titik sampling
1999P4, 2007P, dan 2007P1 dengan pH 5,1; 5,2;
dan 4,8, yaitu: 0,12 mg p-nitrofenol/mL (Gambar
D).

Kemampuan bakteri Azospirillum dalam
melarutkan P secara kuantitatif menghasilkan nilai
PME-ase asam dan basa tertinggi serta terendah
bila dibandingkan dengan lainnya setelah inkubasi
7 hari pada pH 7. Hasil PME-ase asam tertinggi
0,58 dan 0,57 mg p-nitrofenol/mL dihasilkan oleh
Azospirillum yang diisolasi dari titik sampling kode

1999P3 (pH=4,7), 1999P5 (pH=5,8) , 2007P
(pH=5,8), 2007P3 (pH=5,9), 2007P2 (pH=4,7) dan
terendah yaitu : 0,35 dan 0,33 mg p-nitrofenol/mL
dihasilkan oleh bakteri Azospirillum yang diisolasi
dari titik sampling 2007P4 dan 2007P5 (pH=4,7
dan 4,3). Enzim fosfatase basa tertinggi dihasilkan
oleh Azospirillum dari 2007P (0,54mg p-nitrofenol/
mL dengan pH 5,8) dan terendah 1999P1(0,22 mg
p-nitrofenol/mL dengan pH 4,4) (Gambar 2).

Kemampuan bakteri Azotobacter dalam mela-
rutkan P secara kuantitatif setelah inkubasi 7 hari
menghasilkan PME-ase asam dan basa. Nilai
tertinggi 0,83 dan 0,93 mg p-nitrofenol/mL
dihasilkan oleh Azotobacter yang diisolasi dari titik
sampling kode 1999P3 (pH = 5,5) serta terendah
yaitu : 0,15; 0,17 dan 0,10; 0,11 mg p-nitrofenol/
mL dihasilkan oleh bakteri Azotobacter yang diiso-
lasi dari titik sampling 2007P1 dan 2007P2 (pH =
4,7 dan 45,3).
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Gambar 1. Grafik analisis kuantitatif aktivitas enzim PMEase-asam dan basa oleh Rhizobium, dan kondisi pH
selama 7 hari inkubasi dalam kultur murni (Graph of quantitative analysis of enzyme activity
PMEase-acids and bases by Rhizobium, and pH conditions during the 7 days of incubation in

pure culture)
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Gambar 2. Grafik analisis kuantitatif aktivitas enzim PMEase-asam dan basa oleh Azospirillum, dan kondisi
pH selama 7 hari inkubasi dalam kultur murni (Graph of quantitative analysis of enzyme activity
PMEase-acids and bases by Azospirillum, and pH conditions during the 7 days of incubation in

pure culture)
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Gambar 3. Grafik analisis kuantitatif aktivitas enzim PMEase-asam dan basa oleh Azotobacter, dan kondisi
pH selama 7 hari inkubasi dalam kultur murni (Graph of quantitative analysis of enzyme activity
PMEase-acids and bases by Azotobacter, and pH conditions during the 7 days of incubation in

pure culture)
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Gambar 4. Grafik analisis kuantitatif aktivitas enzim PMEase-asam dan basa oleh Pseudomonas, dan kondisi
pH selama 7 hari inkubasi dalam kultur murni (Graph of quantitative analysis of enzyme activity
PMEase-acids and bases by Pseudomonas, and pH conditions during the 7 days of incubation in

pure culture)

Kemampuan bakteri Pseudomonas dalam me-
larutkan P secara kualitatif menghasilkan nilai PME
-ase asam dan basa tertinggi serta terendah setelah
inkubasi 7 hari pada pH 7. Nilai PME-ase asam dan
basa tertinggi 0,79 dan 0,72 mg p-nitrofenol/mL
dihasilkan oleh Pseudomonas yang diisolasi dari
titik sampling kode 1999P1 (pH=4,22) serta teren-
dah yaitu : 0,57 dan 0,42 mg p-nitrofenol/mL
dihasilkan oleh bakteri Pseudomonas yang diisolasi
dari titik sampling 2007P5 (pH = 5,8) (Gambar 4).

Kemampuan bakteri Rhizobium, Azospirillum,
Azotobacter, dan Pseudomonas dalam melarutkan P
secara kuantitatif setelah inkubasi 7 hari pada pH 7,
menghasilkan nilai P terlarut tertinggi dan terendah.
Hasil P terlarut tertinggi (22,8851 m/L) pada semua
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titik sampling diproduksi oleh bakteri Pseudomo-
nas yang diisolasi dari titik sampling 199P1 dan
199P3, sedangkan terendah (0,0689) dihasilkan
oleh bakteri Rhizobium yang diisolasi dari titik
sampling 2007 P. Bakteri Azospirillum dan Azoto-
bacter menghasilkan P tersedia dibawah bakteri
Pseudomonas tapi diatas Rhizobium.

Pencapaian produksi IAA oleh Dbakteri
Rhizobium mencapai nilai maksimum pada waktu
24 jam yang diisolasi dari titik sampling kode
1999P2, 2007P1, 2007P2, 2007P3, dan 2007PS5;
pada waktu 48 jam yang diisolasi dari titik
sampling kode 1999P1, 1999P4,1999P5, 2007P;
serta pada waktu 72 jam dan masih terus naik yang
diisolasi dari titik sampling kode 1999P3 dan
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Gambar 5. Grafik analisis P terlarut oleh Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter, dan Pseudomonas selama
inkubasi 7 hari (Graph of analysis of soluble P by Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter and

Pseudomonas during incubation 7 days).
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Gambar 6. Grafik analisis hasil produksi IAA oleh Rhizobium dari Ojam -72 jam (Graph of yield analysis of
14A production by Rhizobium from 0 hours - 72 hours)

2007P4. Hasil tertinggi ditunjukan oleh bakteri
Rhizobium yang diisolasi dari titiksampling kode
2007P2 (0 jam=0,1017 ppm), 1999P2 (24
jam=2,8553 ppm), 1999P1 (48 jam=3,4946 ppm),
1999P1 (72 jam=1,9785 ppm) (Gambar 6).

Produksi IAA oleh bakteri Azospirillum men-
capai hasil maksimum pada 24 jam yang diisolasi
dari titik sampling kode 1999P2, 1999P3, 1999P5,
2007P, 2007P1, 2007P2, dan 2007P4; pada 48 jam
yang diisolasi dari titik sampling kode 1999P1,
1999P4, 1999P5, 2007P; serta pada 72 jam dan
masih terus naik yang diisolasi dari titik sampling
kode 1999P1 dan 2007P4. Hasil tertinggi di-
tunjukan oleh bakteri Azospirillum yang diisolasi
dari titik sampling kode 19999P1 (0 jam = 0,0429
ppm), 2007P3 (24 jam = 0,5767 ppm), 2007P3 (48
jam = 0,9660 ppm), 2007P3 (72 jam = 1,0412 ppm)
(Gambar 7).

Pencapaian produksi IAA tertinggi oleh

bakteri Azotobacter maksimum pada 24 jam yang
diisolasi dari titik sampling kode 1999P2; pada 48
jam yang diisolasi dari titik sampling kode 1999P3,
1999P4, 1999P5, 2007P1, 2007P2, 2007P3,
2007P5; serta pada 72 jam dan masih terus naik
yang diisolasi dari titik sampling kode 1999P1 dan
2007P, 2007P4 (Gambar 8). Hasil tertinggi
ditunjukan oleh bakteri Azotobacter yang diisolasi
dari titik sampling kode 2007P5 (0 jam = 0,0517
ppm), 2007P4 (24 jam = 0,6892 ppm), 2007P4 (48
jam = 1,2160 ppm), 2007P dan 2007P1 (72 jam =
1,4392 dan 1,3964 ppm) (Gambar 8).

Produksi IAA yang dihasilkan oleh bakteri
Pseudomonas mencapai maksimum pada analisa ke
24 jam dihasilkan oleh bakteri yang diisolasi dari
titik sampling kode 1999P3, 1999P4, 2007P,
2007P3, 2007P4, pada analisa ke 48 jam dihasilkan
oleh bakteri yang diisolasi dari titik sampling kode
1999P5, 2007P. Nilai IAA maksimum setelah 72
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jam diperoleh oleh bakteri yang diisolasi dari titik
sampling kode 2007P2, dan 2007P5. Sedangkan
untuk kode 1999P1 dan 1999P2 sudah mencapai
maksimum pada 24 jam dan turun di 48 jam, tapi
naik lagi di 72 jam. Hasil tertinggi ditunjukan oleh

bakteri Pseudomonas yang diisolasi dari titik sam-
pling kode 1999P4 (0 jam = 0,5607 ppm), 2007P4
(24 jam = 2,175 ppm), 2007P5 (48 jam = 2,925
ppm), 2007P5 (72 jam = 4,0178 ppm) (Gambar 9).
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Gambar 7. Grafik analisis hasil produksi IAA oleh Azospirillum dari Ojam -72 jam (Graph of yield analysis
of IAA production by Azospirillum from 0 hours - 72 hours)
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Gambar 8. Grafik analisis hasil produksi IAA oleh Azotobacter dari Ojam -72 jam (Graph of yield analysis
of IAA production by Azotobacter from 0 hours - 72 hours)

45

38 A

ppx

1.8 X

us

1999F1 1999F2 1999P3 1999P4 1999P5 2007 P

Kode ssanpel tanah

@o

w2y

048

-ty

2007P1 2007P2 2007P3 2007 P4 2007 PS

Gambar 9. Grafik analisis hasil produksi IAA oleh Pseudomonas dari Ojam -72 jam (Graph of yield analysis
of IAA production by Pseudomonas from 0 hours - 72 hours)
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PEMBAHASAN

Jumlah populasi bakteri Rhizobium, Azospiril-
lum, Azotobacter, dan BPF kurang dari 107,
Keadaan ini menandakan bahwa tanah tersebut
kurang subur, karena menurut Obaton (1977), tanah
subur harus mengandung jumlah mikroba kurang
lebih atau sama dengan 10’. Populasi bakteri dise-
tiap ekosistem jumlahnya berbeda (Alvaro et al.,
2006), karena bakteri dapat hidup bebas pada
ekosistem apapun seperti ekosistem kering (tanah)
hingga ekosistem berair (pantai pasang surut, lepas
pantai, pesisir, laut) serta daerah mangrove
(Seshadri et al., 2002). Banyaknya populasi bakteri
dalam tanah khususnya bakteri penambat nitrogen
dan pelarut fosfat yang dapat melarutkan fosfat
terikat, tidak dipastikan dapat menyediakan P ter-
larut dalam jumlah banyak. Seperti halnya dalam
penelitian ini, hasil analisa P tersedia dan PMEase
dari efektivitas bakteri pelarut fosfat sangat be-
ragam. Aktivitas bakteri melarutkan P terikat pada
medium padat (nilai Indeks Efisiensi Pelarutan/EP)
berbeda dengan aktivitas melarutkan P pada medi-
um cair. Pelarutan P terikat oleh bakteri pada medi-
um Pikovskaya padat diindikasikan dengan ter-
bentuknya zona bening disekitar koloni bakteri.
Besar kecilnya zona bening tidak menentukan ting-
gi rendahnya kemampuan bakteri melarutkan fosfat
terikat. Pelarutan P terikat oleh bakteri pada medi-
um pikovskaya cair dipengaruhi oleh aerasi dan
lamanya waktu inkubasi (Lestari et al, 2011),
sedangkan di medium padat inkubasi tidak selalu
menambah besarnya zona bening. Tinggi ren-
dahnya P terlarut pada media cair dan padat hasil
penelitian ini tidak sama nilainya. Hasil yang sama
diperoleh oleh Fankem et al, (2006) dalam
penelitiananya dan hal ini disebabkan oleh perbe-
daan aktivitas bakteri dalam melarutkan P pada
media padat dan media cair. Sebab lain karena
efektivitas bakteri pelarut fosfat dalam melarutkan
unsur P terikat berkaitan erat dengan cara beradap-
tasi dari bakteri tersebut pada lingkungannya.

Hasil analisa P terlarut serta aktivitas enzim
PMEase asam dan basa meningkat selama inkubasi.

Peningkatan aktivitas terjadi karena adanya proses
induksi pada saat jumlah P terbatas dalam media
Pikovskaya dan pada saat bakteri tumbuh sehingga
membutuhkan P yang tinggi (Savin et al., 2000 cit
Ahmad, 2014). Selama pertumbuhannya dalam
media pikovskaya, bakteri pelarut fosfat secara
genetik mempunyai kemampuan yang berbeda-
beda dalam menghasilkan jumlah dan jenis dari
asam-asam organik. Menurut Tatiek (1991), jumlah
dan jenis asam — asam organik berperan dalam ting-
gi rendahnya pelarutan P oleh bakteri pelarut fosfat
(Rhizobium, Azospirillum, azotobacter, dan Pseu-
domonas (Gambar 1,2,3,4,5). Hasil analisa PMEase
(PME-ase asam = 1,179; basa = 1,120 mg p-
nitrofenol/mL) pada sampel tanah kode 1999P1
lebih tinggi dibandingkan sampel lainnya. Kondisi
seperti ini menunjukkan bakteri yang terkandung
didalamnya lebih mampu melarutkan P terikat/
anorganik dan organofosfor menjadi tersedia bagi
tanaman. Dampaknya terlihat pada hasil analisa P
terlarut. Fosfat terlarut paling tinggi, yaitu 22.8851
mg/L dihasilkan oleh bakteri Pseudomonas dari
1999P1 dan 1999P3. Nilai P terlarut tinggi lainnya
dihasilkan oleh Azotobacter (12,5436 dan 12,2919
mg/L) dan Azospirillum (14,5830 dan 13,4219 mg/
L) yang diisolasi dari titik sampling 1999 P1 dan
1999 P3 dan nilai P terlarut terendah di produksi
oleh bakteri Rhizobium (1,6595 dan 1,7353 mg/L).
Nilai P terlarut yang dihasilkan oleh bakteri Pseu-
domonas dan Azotobacter pada penelitian ini,
ternyata lebih tinggi jika dibandingkan dengan nilai
P terlarut (12,387 mg/l) pada hari pertama oleh
bakteri yang diisolasi dari tanah perakaran
perkebunan kelapa sawit pada penelitian Lestari et
al., (2011). Kenaikan PME-ase asam dan basa dii-
kuti oleh penurunan pH (pH asal = 7), yaitu: 5,81;
5,8; 5,5; 4,22. Penurunan pH terjadi karena ab-
sorbsi glukosa pada aktivitas bakteri pelarut fosfat
yang membebaskan asam-asam organik meningkat.
Proses ini akan mengakibatkan terjadinya pelarutan
Ca-fosfat dan akan membentuk khelat dengan ka-
tion AL, Fe, dan Ca yang mengikat P, sehingga P
akan tersedia dalam bentuk ion H,PO,- yang dapat

85



Berita Biologi 14(1) - April 2015

diserap oleh tanaman (Kucey, 1983). Naik turunnya
pH dalam media pikovskaya yang diinokulasi bak-
teri pelarut fosfat akan berpengaruh dalam tinggi
rendahnya nilai P terlarut. Hal ini terjadi karena
adanya pembebasan proton yang dapat menurunkan
pH (Sudiana, 2002). Selain faktor kemasaman
tanah (pH), ternyata faktor temperatur, kelembaban,
suplai makanan, dan kondisi lingkungan selama
pertumbuhan bakteri juga mempengaruhi aktivitas
bakteri pelarut fosfat dalam melarutkan P tidak
larut (Widawati dan Suliasih, 2006). Faktor-faktor
tersebut ternyata mempengaruhi optimalisasi bak-
teri Rhizobium dalam melarutkan fosfat. Ini terjadi
karena aktivitas bakteri Rhizobium tidak optimal
dalam mensekresikan enzim asam asam organik
(PMEase) yang sangat dibutuhkan dalam proses
pelarutan fosfat. Dikemukakan oleh Mahdi et al.
(2011), bahwa proses pelarutan fosfat dipengaruhi
oleh adanya produksi asam organik yang
mempunyai berat molekul rendah dan disertai
pengasaman pada media. Beberapa isolat yang diuji
juga menunjukkan adanya aktivitas
fosfomonoesterase pada kultur murni.

Hasil analisa TAA secara kualitatif pada
bakteri BPF dan BPN, semua menunjukkan warna
merah atau merah jambu pada media. Hal ini
menunjukkan bahwa bakteri tersebut berpotensi
untuk memproduksi hormon [AA. Analisa kuanti-
tatif produksi IAA oleh bakteri pelarut fosfat
(Pseudomonas) dan bakteri penambat nitrogen
(Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter) dapat
dilihat pada grafik Gambar 5,6,7,8. Uji kualitatif
dengan reagen Salkowski terdeteksi hormon IAA
yang dihasilkan oleh isolat-isolat tersebut di atas.
Hasil uji kuantitatif kultur murni menunjukkan bah-
wa waktu pencapaian nilai optimum konsentrasi
hormone TAA masing-masing bakteri berbeda dan
fluktuatif. Perbandingan antar isolat yang dianalisa,
pencapaian konsentrasi hormon TAA tertinggi di
produksi oleh bakteri Pseudomonas (4,0178 ppm).
Bakteri ini diisolasi dari tanah sampel kode 2007
PS5 pada analisan 72 jam (3 hari). Tertinggi beri-
kutnya di produksi oleh bakteri Rhizobium (3,4946
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ppm), bakteri Azotobacter (1,43920 ppm), dan
Azospirillum (1,0214 ppm) yang diisolasi dari tanah
sampel kode 1999P1 (48 jam / 2hari), kode 2007P
(72 jam / 3 hari), dan kode 2007P3 (72 jam / 3
hari). Nilai konsentrasi optimum [AA oleh masing -
masing bakteri tersebut lebih tinggi dibandingkan
dengan hasil dari penelitian Mustika (2009) yang
mengisolasi bakteri endofit penghasil IAA pada
akar tanaman padi, yaitu sebesar 1,090 ppm setelah
bakteri diinkubasi selama 6 hari. Hasil tersebut
ternyata lebih rendah jika dibandingkan dengan
hasil penelitian — penelitian: Widawati et al (2015)
6,0842 ppm
(Bacillus cereus); 6,1444 ppm (Azotobacter);
6,2132 ppm (Azospirillum); Silitonga et al (2013)
dengan kosentrasi IAA sebesar 24,1 ppm, 32,75
ppm, dan 33,3 ppm (BPF) pada hari ke 2, ke 4 dan
ke 6); Lestari et al.,, (2007) dengan kosentrasi [AA
sebesar 40,42 ppm (strain Azospirillum Az44) pada
hari ke 7; dan Ahmad (2004) dengan kosentrasi
TAA sebesar 32,3 ppm setelah diinkubasi selama 5

dengan kosentrasi IAA sebesar

dari bakterii tanah genus Pseudomonas. Semua
konsentrasi IAA tersebut lebih rendah jika
dibandingkan hasil penelitian Gunarto (1996)
dengan kosentrasi IAA sebesar 322,28 ppm yang
diproduksi oleh strain V.S2.2 pada hari ke 4.
Biosintesis hormon IAA oleh bakteri atau
mikroba lain juga dapat ditingkatkan dengan
menambahkan L-triptopan eksogenus sebagai
prekusor (Arkhipchenko, 2004). Terbukti pada
analisis dalam penelitian bakteri Rhizobium
memproduksi hormon IAA lebih tinggi (3,4946
ppm) dari bakteri Azospirillum dan Azotobakter dan
hasil inipun didukung oleh hasil penelitian dari
Gusnaniar, yaitu bahwa bakteri tanah yang
memproduksi hormon IAA tertinggi adalah
Rhizobium sp. yaitu sebesar 51,08 pg/mL
(Gusnaniar, 2007). Hasil penelitian ini dan
penelitian Gusnaniar membuktikan, bahwa L-
triptophan harus diakui sebagai prekurson fisiologis
biosintesis auksin baik pada tanaman maupun
mikroorganisme dan juga merupakan prukursor
fisiologis yang efisien dalam proses biosintesis
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mikrobial auksin karena prekursor ini mengandung
sumber berupa senyawa aktif yang memacu
pertumbuhan mikrobiota rhizosfer dan endofit
(Gusnaniar, 2007). Ketersediaan prekursor yang
cocok merupakan salah satu faktor primer sekresi
mikrobial dari metabolit sekunder, sehingga
penambahan triptophan dapat meningkatkan
produksi IAA karena diketahui triptophan
merupakan prekursor bagi jalur IAA (Akhmad et
al., 2004).

KESIMPULAN

Hasil isolasi didapatkan 11 isolat efektif dari
11 titik sampling rizosfer perkebunan karet asal
lampung yang terdiri dari 4 kelompok bakteri
PGPR yaitu Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter,
dan Pseudomonas. Isolat tersebut berpotensi
sebagai agen pupuk organik hayati (POH). Hasil
analisis menunjukkan bahwa bakteri tersebut
memiliki aktivitas Efisiensi Pelarutan fosfat, P
terlarut, PMEase asam-basa, dan produksi hormone
IAA, sehingga penelitian selanjutnya
memungkinkan untuk dikembangkan sebagai POH
yang mampu mereklamasi areal perkebunan yang

terdegradasi.
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