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ABSTRACT

The ability to produce indole acetic acid (IAA) by endophytic bacteria is one of the basic criteria for the use of bacteria as plant growth
promoter agent which is essential for the agricultural production. The objectives of this study were to evaluate the ability of 17 bacterial
isolates to produce IAA and its effect on improvement of rice seed germination and molecular identification of the selected isolates based
on the 16S rRNA gene. The IAA content was determined using Salkowski method measured by spectrophotometer UV-Vis and the effect
of endophytic bacteria inoculation on seed germination was done by in vitro assay. Sequences of the selected isolates 16S rRNA amplified
by PCR were analyzed the homology against bacterial 16S rRNA database in Genebank. IAA values ranged from 6.632 to 50.053 mg/L
with the highest IAA production shown by isolate 6KJ which was followed by 4PB (41.807 mg/L). Bacterial IAA increased rice seed
vigor significantly compared to control. However, bacterial inoculation with different concentrations of IAA did not significantly affect
the growth of rice plants. Based on the IAA and its effect on seed vigor, 6KJ, 4PB and 2KB were selected for molecular identification.
Results showed that the three isolates belonged to Bacillus genus, 6KJ as B. aryabhattai, 4PB belonging to B. cibi and 2KB having 97%
homology with B. marisflavi. Further evaluation of the selected endophytic isolates producing IAA is necessary to be carried out to ex-
plore their potency as a source of hormone to promote plant growth.
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ABSTRAK

Kemampuan untuk menghasilkan asam indol asetat (AIA) oleh bakteri endofit merupakan salah satu kriteria dasar untuk pemanfaatan
bakteri sebagai agen pemacu pertumbuhan tanaman yang sangat penting untuk produksi pertanian. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengevaluasi kemampuan 17 isolat bakteri dalam menghasilkan AIA dan pengaruhnya terhadap peningkatan perkecambahan benih padi
dan identifikasi molekuler bakteri terpilih berdasarkan gen 16S rRNA. Penentuan kandungan AIA menggunakan metode Salkowski yang
diukur dengan spektrofotometer UV-Vis, dan pengaruh inokulasi bakteri endofit terhadap perkecambahan benih padi dilakukan secara in
vitro. Sikuen hasil amplifikasi sikuen 16S rRNA melalui polymerase chain reaction (PCR) dianalisis homologinya terhadap database 16S
rRNA bakteri di genebank. Nilai AIA yang dihasilkan semua isolat berkisar antara 6,632 sampai 50,053 mg/L dengan nilai tertinggi
ditunjukkan oleh isolat 6KJ yang diikuti oleh 4PB (41,807 mg/L). Bakteri penghasil AIA meningkatkan vigor benih padi secara nyata
dibandingkan dengan kontrol. Namun pemberian inokulan bakteri dengan konsentrasi AIA yang berbeda tidak secara nyata mempengaruhi
pertumbuhan tanaman padi. Berdasarkan kandungan AIA dan pengaruhnya terhadap vigor benih, isolat 6KJ, 4PB dan 2KB dipilih untuk
diidentifikasi molekuler. Hasilnya menunjukkan bahwa ketiga isolat termasuk dalam genus Bacillus, khususnyanya 6KJ sebagai B.
aryabhattai, 4PB termasuk dalam B. cibi dan 2KB memiliki 97% homologi dengan B. marisflavi. Hasil studi ini merupakan informasi
awal, sehingga evaluasi isolat bakteri endofit penghasil AIA terseleksi perlu dilanjutkan untuk menggali potensinya sebagai sumber
hormon untuk memacu pertumbuhan tanaman.

Kata kunci: asam indol asetat, bakteri endofit, padi, vigor.

PENDAHULUAN untuk pertanian dapat terganggu (Rajapaksha et al.,
Pertanian modern saat ini sangat bergantung 2004; Manuel et al., 2008). Kesadaran akan
pada penggunaan bahan-bahan kimia seperti pupuk, lingkungan yang sehat dan perkembangan di bidang
fungisida dan pestisida untuk meningkatkan hasil bioteknologi, telah mendorong berkembangnya
panen. Penggunaan bahan-bahan kimia baik produk-produk alternatif yang ramah lingkungan,
disadari maupun tidak telah mengakibatkan termasuk di dalamnya pupuk mikroba penghasil
dampak negatif pada lingkungan, misalnya polusi senyawa yang dapat meningkatkan pertumbuhan
pada aliran-aliran air dan sungai yang dapat tanaman.
mempengaruhi biota air. Populasi dan komposisi Pertumbuhan tanaman sangat dipengaruhi oleh
mikroorganisme dalam tanah yang bermanfaat hormon pertumbuhan termasuk auksin yang
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berperan penting dalam membantu pembentukan
asam indol-3 asetat (AIA). AIA secara kimia mirip
dengan asam amino triptofan dimana dianggap se-
bagai asal dari bentuk molekul AIA. Triptofan
mengalami dekarboksilasi menjadi triptamin, yang
kemudian dioksidasi dan deaminisasi menghasilkan
indol asetaldehid. Molekul ini akan mengalami
oksidasi lebih lanjut untuk menghasilkan asam in-
dol asetat. AIA merupakan hormon kunci bagi
berbagai aspek pertumbuhan tanaman yang dapat
meregulasi banyak proses fisiologi, seperti pem-
belahan dan diferensiasi sel serta sintesa protein.
Pada konsentrasi auksin optimum, sel-sel penyusun
kambium aktif membelah dan terbentuk lapisan
xilem yang cukup tinggi. AIA mendukung peman-
jangan batang dengan meningkatkan pembesaran
ukuran sel serta pembelahannya (Bialek, 1992;
Bartel, 1997; Idris et al., 2007).

Tumbuhan memiliki keterbatasan mensintesis
AIA dalam mendukung pertumbuhan yang optimal.
Oleh karena itu diperlukan tambahan hormon
pemacu pertumbuhan dari luar yang bisa diberikan
melalui pupuk maupun simbiosis mikroorganisme,
diantaranya melalui bantuan bakteri endofit. Pada
bakteri, produksi AIA melalui jalur indole-3-
pyruwvic acid (IpyA) telah diketahui. Langkah
pertama jalur ini adalah konversi tryptophan ke
IPyA oleh aminotransferase (transaminasi). Jalur
IPyA adalah dekarboksilase untuk indole-3-
asetaldehida  (IAAId) oleh  indole-3-piruvat
dekarboksilase (IPDC) (Minamisawa et al., 1996).
Pada langkah terakhir IAAId dioksidasi menjadi
AIA  (Spaepen et al., 2007). Kemampuan
memproduksi AIA oleh bakteri endofit merupakan
dasar penggunaan bakteri tersebut sebagai bahan
aktif sarana produksi pertanian seperti sebagai
pupuk hayati dalam upaya untuk pertumbuhan
tanaman ataupun biokontrol.

Beberapa mikroorganisme penghasil zat
pengatur tumbuh berperan penting pada pertanian.
Berbagai  spesies mikroba tanah = mampu
menghasilkan AIA  seperti  Azospirillum  sp.,
Enterobacter sp., Azotobacter sp., Klebsiella sp.,
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Alcaligenes faecalis, Azoarcus sp., Serratia sp.,
Bacillus sp., Cyanobacteria dan bakteri sulfur dapat
mendorong pertumbuhan tanaman (Rubio et al.,
2000). Azospirillum mempunyai kemampuan
menambat nitrogen baik sebagai mikroorganisme
yang hidup bebas atau berasosiasi dengan
perakaran tanaman pangan seperti padi dan jagung.
Beberapa strain bakteri dari genus Azospirillum
memiliki kemampuan phytostimulatory
(merangsang pertumbuhan tanaman). Hal ini
disebabkan karena bakteri tersebut mampu
memproduksi fitohormon, yaitu AIA (Lestari ef al.,
2007). Bakteri endofit penghasil AIA yang berhasil
diisolasi dari akar tanaman adalah Agrobacterium
tumafaciens dan Azotobacter vinelandii.
Azotobacter chroococcum, A. vinelandii dan A.
paspali mampu menghasilkan auksin. Bakteri
tersebut dapat diisolasi dari akar padi. Identifikasi
dengan  menggunakan metode  kalorimeter,
densitomery dan bioassay dapat mengidentifikasi
bakteri penghasil hormon AIA (Rubio ef al., 2000).

Dalam penelitian ini, isolat bakteri endofitik
yang digunakan berasal dari koleksi penyimpanan
jangka panjang bank gen mikroba Balai Besar
Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan
Sumber Daya Genetik Pertanian (BB Biogen) yang
belum diidentifikasi maupun dikarakterisasi
potensinya sebagai mikroba yang bermanfaat di
bidang pertanian. Bakteri endofit yang diketahui
sebagai penghasil AIA diisolasi dari beberapa
daerah pertanian di Indonesia. Bakteri endofit yang
diduga mampu menghasilkan AIA diharapkan akan
membantu memacu pertumbuhan tanaman padi.
Karena itu tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui kemampuan 17 isolat bakteri dalam
menghasilkan AIA serta pengaruhnya terhadap
vigor benih dan pertumbuhan tanaman padi dalam
kondisi terkontrol. Selanjutnya isolat terpilih
berdasarkan kandungan AIA dan pengaruhnya
terhadap vigor benih padi, diidentifikasi secara
molekuler berdasarkan gen 16S rRNA (ribosomal

ribonucleic acid).
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BAHAN DAN CARA KERJA
Mikroba dan Peremajaan Isolat

Sebanyak 17 isolat bakteri dari beberapa
daerah yang merupakan koleksi BB-Biogen dan
varietas padi Inpari 13 diuji dalam penelitian ini.
Peremajaan isolat bakteri endofitik dilakukan
dengan menginokulasikan satu ose bakteri dari stok
kultur ke dalam media Nutrient Agar miring
dengan cara menggores zigzag secara aseptik, dan
diinkubasi selama kurang lebih 2 hari pada suhu
ruang. Kultur berumur 2 hari tersebut digunakan
pada tahap selanjutnya untuk analisis AIA.

Analisis Asam Indol-3 Asetat (AIA) dengan Uji
Salkowski

Untuk menentukan kadar AIA, sebanyak satu
ose sel bakteri dari agar miring diinokulasi ke
dalam 10 ml media Nutrient Broth (NB) yang
mengandung triptofan 2% dan diinkubasi selama 2
Kultur bakteri
disentrifugasi 10.000 rpm pada suhu 4°C selama 10

hari dengan agitasi 120 rpm.

menit. Pengukuran AIA berdasarkan reagen
Salkowski (Glickmann dan Dessaux, 1994)
sebanyak dua ulangan. Sebanyak 2 ml supernatan
ditambahkan 4 ml Salkowski,
dihomogenkan dengan vortex dan diinkubasi

pereaksi

selama 1 jam. Larutan diukur absorbansinya
menggunakan spektrofotometer UV-Vis Hitachi U-
2.800 pada panjang gelombang 530 nm dan
menggunakan
Aldrich)
Inokulan disiapkan dengan mengkulturkan
isolat bakteri dalam 10 mL media Nutrient Broth

selama dua hari dengan agitasi 130 rpm. Benih padi

larutan AIA komersial (Sigma-

varietas Inpari 13 dipilih yang sehat dan seragam,
lalu dibersihkan dengan akuades steril sebanyak
empat kali. Sebanyak 50 biji benih padi direndam
dalam cawan petri yang berisi inokulan tiap isolat
dan diinkubasi pada suhu ruang selama satu malam.
Benih dipindahkan ke dalam petri berisi kertas
saring yang sudah disterilkan sebelumnya,
diinkubasi pada suhu ruang dengan dijaga

kelembabannya. Pengamatan dilakukan dua

minggu setelah tanam terhadap panjang akar,
panjang tunas dan bobot kering untuk mengetahui
biomasanya. Vigor tanaman diukur dengan formula
berdasarkan Abdul Baki dan Anderson (1973)
sebagai berikut:

Vigor padi = (panjang akar + panjang tunas) x %
benih berkecambah.

Data yang diperoleh dianalisis perbedaannya de-
ngan metode Duncan menggunakan SAS ver 6.12
(NCSU, USA).

Isolasi DNA

Sebanyak tiga isolat terseleksi berdasarkan
kadar AIA diidentifikasi secara molekuler. Isolasi
DNA dilakukan mengikuti metode Lazo et al
(1987). Sebanyak + 5 mL kultur sel bakteri umur 2
hari ditumbuhkan pada media Nutrient Broth
disentrifugasi (10 menit, 8.000 rpm). Pelet yang
dihasilkan dicuci dengan 1 mL buffer STE (Sodium
-Tris-EDTA) dengan diresuspensi menggunakan
mikropipet. Hasil resuspensi kembali disentrifugasi
(10 menit, 8.000 rpm). Pelet dicuci dengan 200 pl
bufer STE dan ditambahkan dengan 40 pL larutan
SDS (sodium dodecyl! sulfate) 10%. Suspensi di-
inkubasi dalam penangas air 65°C selama 90 menit,
setelah dingin suspensi ditambahkan 4 pL protein-
ase-K 10 mg/mL. Suspensi DNA diinkubasi pada
suhu 37°C selama paling sedikit 4 jam, kemudian
secara perlahan ditambahkan fenol dan klorofom
masing-masing 120 pL sampai terbentuk emulsi
dan dicampur perlahan. Suspensi yang telah ter-
emulsi disentrifugasi (15 menit, 8.000 rpm), super-
natan yang mengandung DNA diambil, dipresipi-
tasi dengan etanol absolut 95% dingin (-20°C)
sebanyak 2 kali volume supernatan lalu diinkubasi
pada suhu -20°C selama 30 menit. DNA yang di-
peroleh  dikeringudarakan, kemudian dilarutkan
dengan 40 uL TE. DNA dilihat kuantitas dan kuali-
tasnya dengan alat NanoDrop®2000 (Thermo Sci-
entific, USA).

Amplifikasi dan Sekuensing
Amplifikasi menggunakan primer universal
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27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) dan
1492R (5’-GTTACCTTGTTACGACTT-3’)
(Marchesi et al., 1998).  Polymerase Chain
Reaction (PCR) dilakukan dalam volume 25 pL
dengan komposisi: 50 ng/uL DNA 2 pL, 10X buft-
er, 1,25 pL. Taq DNA polimerase (RBC), 1 pL pri-
mer 27F dan 1 pL primer 1492R. Amplifikasi DNA
dilakukan menggunakan mesin PCR (Swift Maxi
Thermal Cycler). Reaksi PCR terdiri dari de-
naturasi awal pada 94°C selama 2 menit, diikuti 30
siklus yang terdiri dari denaturasi pada suhu 94°C
selama 30 detik, penempelan primer (annealing)
pada suhu 55°C, 30 detik dan polimerasi pada
72°C, 1 menit. Perpanjangan final dilakukan pada
72°C selama 7 menit. Produk hasil PCR dielektro-
foresis di gel agarosa 1%, direndam dalam ethidium
bromide dan divisualisasi pada UV transluminator
dan 1 KB ladder digunakan sebagai marka pem-
banding. Produk PCR dalam bentuk pita tunggal
dipurifikasi dengan etanol, dan disikuensing pada
mesin sequencer ABI PRISM 3070 di perusahaan
“I*'Base* (Singapura). Sikuen nukleotida dianalisis
homologinya menggunakan BLASTN di NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) di database 16S rRNA
untuk bakteri and Archaea. Pohon filogenetik juga
dibuat menggunakan sikuen ketiga isolat terpilih
dibandingkan dengan sikuen mikroba penghasil
AIA dan strain dalam genus Bacillus di database
(www.ncbi.nlm.nih.gov) yang mempunyai kekera-
batan paling dekat dan terjauh dengan isolat yang
diidentifikasi ClustalW

(www.ebi.ac.uk).

menggunakan

HASIL
Produksi AIA oleh Bakteri Endofit

Total 17 isolat bakteri endofit yang didapatkan
dari beberapa daerah di Indonesia seperti Bali,
Jember, Kuningan, Yogjakarta dan Makasar diuji
kemampuannya dalam menghasilkan asam indol
asetat (AIA). Konsentrasi AIA yang terbentuk
ditandai dengan perubahan warna menjadi kuning
kemerahan higga merah muda sebagai indikasi
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reaksi indol oleh larutan Salkowaski. Semakin
tinggi kepekatan warnanya maka semakin tinggi
produksi AIA yang dihasilkan.

Kandungan AIA oleh beberapa isolat bakteri
ditampilkan pada Tabel 1. Tanpa
mempertimbangkan asal geografi isolat, bakteri
yang diuji menunjukkan variasi produksi AIA dari
6,632 sampai 50,053 mg/L dalam kondisi adanya
triptofan. Isolat yang memiliki kemampuan empat
terbesar dalam menghasilkan AIA diketahui berasal
dari Jember, Bali dan Kuningan. Isolat 6KJ, 4PB,
1PK dan 10J masing-masing mampu menghasilkan
AIA sebesar 50,053, 41,807, 34,789, dan 27,684
mg/L. Sedangkan dua isolat dengan konsentrasi
yang terkecil adalah 2K, dan 2KB, masing-masing
memproduksi 6,632, dan 7,860 mg/L. Selanjutnya,
enam isolat yang memiliki konsentrasi AIA kontras
(6KJ, 4PB, 1PK, 10J, 2K dan 2KB) dipilih untuk
diuji pengaruhnya terhadap perkecambahan benih
padi.

Pengaruh AIA terhadap Vigor Benih Padi
Berdasarkan uji statistik, pemberian inokulan
bakteri terpilih penghasil AIA menunjukkan
perbedaan  peningkatan  vigor benih  dan
pertumbuhan  tanaman padi secara nyata
kontrol.

pertumbuhan tanaman padi yang diinokulasi bakteri

dibandingkan dengan Keragaan
penghasil AIA ditampilkan pada Gambar 1. Namun
demikian, kenaikan konsentrasi AIA tidak
berbanding lurus dengan dengan peningkatan vigor
benih. Sebagai contoh, isolat 6KJ penghasil AIA
tertinggi memberikan vigor lebih rendah (vigor
sebesar 431) dari pada isolat penghasil AIA
terendah yaitu 2KB yang menghasilkan vigor
paling tinggi sebesar 549 (Tabel 2). Isolat 2K, 1PK,
dan 6KJ memberikan pengaruh pertumbuhan
tanaman padi yang tidak berbeda nyata dengan
kontrol dalam aspek berat kering akar, meskipun
ada kecenderungan peningkatan pada perlakuan
isolat daripada kontrol (Tabel 2).
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Tabel 1. Produksi AIA bakteri endofit setelah diinkubasi dua hari (I44 production of endophytic bacteria
after two days incubation).

Isolat Asal isolat (LA concentration)
(Isolates) (Isolates origin) (mg/L)
4PB Bali 41,807
4KB Bali 9,088
9PB Bali 11,105
13KrB Bali 25,316
15PB Bali 12,421
2PB Bali 13,649
2KB Bali 7,860
12PsB Bali 24,263
6KJ Jember, JawaTimur 50,053
10J Jember, JawaTimur 27,684
114J Jember, JawaTimur 27,333
2K Kuningan, Jawa Barat 6,632
SMK Kuningan, Jawa Barat 11,632
1PK Kuningan, Jawa Barat 34,789
2PiK Yogjakarta, Jawa Tengah 17,509
6KY Yogjakarta, Jawa Tengah 10,667
13KM Makassar, Sulawesi 12,772

Tabel 2. Pengaruh bakteri penghasil AIA terhadap vigor benih padi dan bobot kering padi cv Inpari 13 (The
effect of bacteria producing IAA on rice vigor and dry weight of rice cv Inpari 13).

Rerata bobot kering padi

Perlakuan Rerata vigor padi . b
(Treatment) (Mean of rice vigor) (Mean of nfge)- dry weight)

2KB 549,00 +9,51a 1,1895+0,05

4PB 539,75+ 12,62ab 1,1432+ 0,08

2K 445,75 + 7.48abc 1,1942+0,07

1PK 433,75+5.32abc 1,1492+ 0,04

6KJ 431,00+ 8.41abc 1,1728+ 0,05

10J 355,25b46.75¢ 1,1827+0,10
Kontrol (Air steril) 309,50+7.25¢ 1,1534+ 0.09

[Control (distilled water)]

Keterangan : Rataan selajur yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata menurut uji selang ganda Duncan pada taraf 5%
(Means in column followed by the same letter are not significantly different according to Duncan's multiple range test at 5% level).

Gambar 1. Pengaruh AIA pada pertumbuhan padi dan dibandingkan dengan kontrol (Effect of IAA on
rice growth and compared to control).
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1500bp

Gambar 2. Elektroforesis gel agarosa 1% hasil amplifikasi gen 16S rRNA dari DNA isolat bakteri endofit
terseleksi. Ladder DNA (1 Kb ladder), isolat 6KJ(1), isolat 2KB (2), dan isolat 4PB (3) [/%
agarose gel electrophoresis of 16S rRNA gene amplicons of the DNA from selected endophytic
bacterial isolates. DNA ladder (1 Kb ladder), isolates of 6 KJ (1), 2KB (2), and 4 PB (3)].

Identifikasi Molekuler dengan 16S rRNA

Berdasarkan kandungan AIA, diketahui bahwa
isolat 6KJ dan 4PB superior dibandingkan isolat
lainnya sedangkan 2KB meskipun kandungan AIA-
nya rendah namun menunjukkan pengaruh tinggi
terhadap vigor benih padi. Karena itu tiga isolat
terpilih dari Jember dan Bali tersebut (6KJ, 2KB
dan SPB) diidentifikasi secara molekuler
berdasarkan gen 16S rRNAnya menggunakan
sepasang primer. Amplikon 16S rRNA ketiga isolat
tersebut dapat dilihat pada Gambar 2. Hasil
sikuensing menggunakan primer universal M13
menunjukkan bahwa ukuran fragmen 16S rRNA
yang diperoleh pada isolat DNA 6KJ sebesar 1.406
bp, 2KB sekitar 1.437 bp, dan 4PB sebesar 1.438
bp.

Analisis homologi sikuen tiga isolat terpilih
penghasil AIA berhasil mengidentifikasi spesies
bakteri menggunakan sistem BLAST (Basic Local
Aligment Search Tool) di database 16S rRNA
bakteri melalui situs http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/
(Tabel 3). Gen 16S rRNA digunakan untuk
identifikasi awal taksonomi bakteri dan analisis
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filogeninya, yang merupakan salah satu jenis
ribosomal RNA (rRNA) prokariot seperti yang
ditunjukkan dalam penelitian ini. Ketiga isolat
termasuk dalam genus Bacillus dengan kemiripan
minimal 97% dengan sikuen 16S rRNA di
database. Isolat 6KJ dan 4PB memiliki homologi
97% masing-masing dengan B. aryabhattai dan
B. cibi, sedangkan 2KB teridentifikasi sebagai B.
marisflavi dengan homologi 97%.

Analisis filogeni berdasarkan gen 16S rRNA
mampu mengklasifikasi dalam dua garis silsilah
taksonomi utama. Isolat 6KJ dan 4PB berada
dalam kelompok strain spesies dalam Bacillus.
6KJ berada dalam satu sub-klaster dengan be-
berapa strain B. aryabhattai dan B. megaterium.
Di lain pihak 4PB cenderung dekat dengan B.
cibi dan B. indicus. Sedangkan 2KB meskipun
mempunyai homologi tinggi dengan B. marisflavi
namun cenderung berbeda klaster. Perbandingan
sikuen 16S RNA tersebut menunjukkan keraga-
man genetik yang cukup tinggi dari isolat bakteri
endofit penghasil AIA.
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Tabel 3. Analisis homologi sikuen 16S rRNA dari tiga isolat terpilih dengan sistem BLAST (Homology
analysis of 16S rRNA sequences from three selected isolates using BLAST system).

Tingkat kemiripan dengan

Homologi

Isolat Specie_s bakte}'i _nomor kode alfsesi Nilai E (Homology)
Isolates (Bacterial species) (Similarity l'evel with other (E -value) (%)
accessions code)
6KJ Bacillus aryabhattai NR 115953.1 0 97
4PB Bacillus cibi NR 042974.11 0 97
2KB Bacillus marisflavi NR_025240.1 0 96

mnlinllr

6KJ

B.aryabhattai_LS9
B.aryabhattai_B8W22_NR_115953.1
B.aryabhattai_JIN162
B.megaterium_ATCC14581

4PB

B.cibi_IARI-JR-87
B.cibi_JG-30_NR_042974.1
B.indicus_Sd/3
B.cereus_IAM12605
B_marisflavi_IARI-AL39
B.marisflavi_TF-11_NR_025240.1
B.marisflavi_CSS15
B.pumilus_SAFR032
B.idriensis_SMC
B.tequilensis_10b

2KB

Gambar 3. Dendrogram isolat bakteri endofit penghasil AIA terpilih (6KJ, 2KB dan 4PB) yang
dibandingkan dengan strain bakteri dari spesies Bacillus di database berdasarkan sikuen 16S
rRNA menggunakan analisis neighbor joining (Dendrogram of selected endophytic bacterial
isolates-producing IAA (6KJ, 2KB and 4PB) compared with other bacterial strains of Bacillus
species in database based on the 16S rRNA sequences using neighbor joining analysis).

PEMBAHASAN

Mengingat produksi AIA oleh bakteri endofit
penting dalam membantu pertumbuhan tanaman,
sehingga studi ini dilakukan. Berdasarkan kisaran
kandungan AIA total 17 isolat yang dikarakterisasi,
produksi AIA oleh isolat bakteri endofit dalam
studi ini lebih tinggi daripada hasil laporan Ahmad
et al. (2005) yang berkisar 7,3 - 32,8 mg/L dalam
penambahan triptofan. Sebaliknya produksi AIA
oleh mikroba biasanya rendah tanpa triptofan

(Maslahat dan Suharyanto, 2005; Ahmad et al.,
2005; Widiastuti et al., 2010). Peningkatan
konsentrasi triptofan mungkin dikarenakan adanya
peningkatan secara nyata produksi AIA oleh
mikroba endofit Pseudomonas aeruginosa AK2
(Karnwal, 2009). Hal ini dapat dimengerti
mengingat triptofan merupakan prekursor dalam
pembentukan senyawa AIA (Wright ef al., 1991).
Kemampuan kecepatan sintesis AIA bakteri
mempunyai variasi cukup besar. Tidak hanya
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mikroba endofit seperti dalam studi ini, namun juga
banyak mikroba rizosfer diketahui potensial
sebagai penghasil AIA (Sahasrabudhe, 2011). Isolat
-isolat penghasil AIA yang dihasilkan dalam studi
ini ikut memperkaya koleksi mikroba pemacu
pertumbuhan tanaman baik endofit maupun dari
rizosfer yang telah dilaporkan sebelumnya (Rubio
et al., 2000; Karnwal, 2009; Mohite, 2013).

Studi ini menunjukkan bahwa inokulasi
bakteri penghasil AlA
perkecambahan  benih  padi  secara nyata

meningkatkan

dibandingkan kontrol atau tanpa inokulasi bakteri
AIA. Peningkatan perkecambahan benih padi
tersebut menunjukkan adanya AIA  yang
terkandung dalam kultur bakteri endofit (Idris et
al., 2007). Selain itu, hormon tumbuh dalam filtrat
bakteri dapat memacu kecambah padi tersebut
memiliki kemampuan sekresi AIA yang lebih tinggi
dan lebih sensitif dalam mengubah AIA yang
dimilikinya (Ryu et al., 2003). AIA dari bakteri
endofitik memberikan dampak morfologi akar
seperti peningkatan densitas, panjang dan area
permukaan akar. Perkembangan akar tersebut akan
menyebabkan perluasan serapan hara sehingga
menambah biomasa tajuk dan akar. Sesuai dengan
vigor benih, dalam penelitian ini memberi petunjuk
bahwa isolat dengan AIA tinggi belum tentu
menghasilkan berat kering akar tinggi, meskipun
AIA diketahui memacu perlanjangan akar dengan
peningkatan jumlah rambut akar dan akar lateral
(Shahab et al., 2009). Hasil ini sesuai dengan
laporan sebelumnya bahwa AIA yang rendah (<10”
g/L) memacu pemanjangan sel-sel akar dan
sebaliknya. Namun demikian konsentrasi AIA yang
tinggi juga dapat menghambat pamanjangan batang
dikarenakan adanya sintesis zat pengatur tumbuh
lain seperti etilen yang memberikan pengaruh
berlawanan terhadap AIA (Rahman ef al., 2007).
Dengan demikian kerja AIA erat kaitannya
dengan hormon tumbuh lainnya baik yang sinergis
maupun antagonis dalam tanaman. Pertumbuhan
tanaman erat kaitannya dengan pembelahan sel
yang  berarti peningkatan jumlah dari  sel
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sekretori, sedangkan pembesaran sel berhubungan
dengan ukuran sel atau diameter sel sekretori. AIA
tidak memberikan respon yang sama pada organ
tanaman yang berbeda. Perbedaan respon tanaman
terhadap inokulasi mikroba penghasil AIA juga
dipengaruhi oleh variasi konsentrasi AIA yang
dihasilkan dan tipe mikroba (Sarwar dan Franken-
berger, 1994; Shahab et al., 2009).

Pertumbuhan dan perkembangan sel erat kai-
tannya dengan  peningkatan berat kering
(Overvoorde et al., 2010). Oleh karena itu jumlah
dan ukuran sel sekretori berhubungan erat
dengan berat kering rimpang yang dihasilkan.
Pemberian ATA yang memberikan berat kering
akar tetap seperti yang ditunjukkan dalam studi ini,
mengindikasikan bahwa ketika jumlah sel yang
terbentuk semakin banyak akan diimbangi dengan
ukuran sel yang semakin kecil. Sesuai pendapat
sebelumnya (Patten and Glick, 2002; Leveau and
Lindow, 2004) bahwa peningkatan pertumbuhan
akar tanaman merupakan salah satu tanda utama
tanaman tersebut telah diinokulasi oleh bakteri

Bedasarkan  analisis molekuler, semua
amplikon ke tiga isolat berukuran 1.400-1.600 bp
(Gambar 2), sesuai dengan yang diharapkan dari
ukuran gen-gen 16S rRNA bakteri (Botero et al.,
2005). Molekul ribosomal RNA sangat khas dan
cukup bervariasi sehingga dapat dipakai untuk
menggolongkan  spesies ke dalam genus.
Banyaknya posisi pada molekul 16S rRNA yang
berevolusi secara bebas menyediakan data untuk
menduga hubungan filogenetik  sekelompok
mikroba termasuk bakteri (Krimitzas et al., 2013;
Kim et al., 2013; Nobandegani et al., 2015).

Berdasarkan analisis filogeni dari sikuen 16S
rRNA strain-strain spesies Bacillus yang berfungsi
sebagai pemacu pertumbuahan tanaman, Bacilus
aryabhattai 6KJ dan B. cibi 4PB serta B. Marisflavi
2KB menunjukkan kekerabatannya dengan anggota
species dari genus Bacillus lainnya baik dari
kelompok pemacu pertumbuhan tanaman ataupun
sebagai agen lainnya yang diisolasi dari berbagai
sumber sampel. Dengan demikian informasi
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filogenetik terbukti dapat membantu identifikasi
mikroba berdasarkan hubungan kekerabatannya.

KESIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat
yang memiliki kemampuan dua terbesar dalam
menghasilkan AIA adalah 6KJ dan 4PB. Isolat 2KB
menghasilkan AIA rendah namun memberikan efek
bagus terhadap vigor benih padi. Pemberian isolat
bakteri dengan konsentrasi AIA tinggi dan rendah
menghasilkan pertumbuhan yang tidak berbeda
nyata terhadap vigor padi. Tiga isolat terpilih untuk
disikuen gen 16S rRNA-nya menunjukkan bahwa
isolat 6KJ, 4PB dan 2KB mempunyai homologi
masing-masing 97% dengan B. aryabhattai, B. cibi
dan B. marisflavi secara berurutan.
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