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ABSTRAK

Suriaman, Edi. 2010. Potensi Bakteri Endofit dari Akar Tanaman Kentang
(Solanum tuberosum) dalam  Memfiksasi  N2 di  Udara  dan
Menghasilkan Hormon IAA (Indol Acetid Acid) Secara In Vitro.
Dosen  Pembimbing:  Dr.  Ulfah  Utami,  M.Si.,  Pembimbing  Integrasi  Sain
dan Agama: Dr. Ahmad Barizi, MA.

Kata Kunci: Bakteri endofit, N2 di udara, Hormon IAA, In vitro

Tingginya pemanfaatan pupuk kimia berkadar hara tinggi seperti Urea,
ZA, TSP atau SP-36, dan KCl untuk meningkatkan pertumbuhan tanaman kentang
secara terus-menerus dalam jangka waktu yang lama menyebabkan lingkungan
menjadi tercemar dan merusak kondisi alam, sehingga diperlukan teknologi
alternatif pemupukan secara hayati yang ramah lingkungan. Salah satu teknologi
hayati yang dapat dimanfaatkan adalah menggunakan bakteri endofit. Bakteri
endofit adalah bakteri yang hidup dalam jaringan hidup suatu tumbuhan tanpa
merugikan tanaman inangnya dan aktif dalam jaringan tersebut. Bakteri endofit
memiliki banyak manfaat diantaranya dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman
dengan memproduksi fitohormon, meningkatkan produksi penyerapan mineral,
fiksasi Nitrogen, mengurangi kerusakan akibat perubahan cuaca dan
meningkatkan ketahanan tanaman dari penyakit.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen eksploratif yang dilakukan
di Laboratorium Mikrobiologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang pada bulan Januari-April 2010. Penelitian ini bertujuan untuk menguji
kemampuan bakteri endofit dalam memfiksasi N2 di udara dengan mengukur nilai
absorbansi NH4

+ yang terlarut dalam media M63 tanpa mineral N menggunakan
spektrofotometer. Sedangkan, untuk menguji kemampuan bakteri endofit
menghasilkan hormon IAA dilakukan dengan mengukur nilai absorbansi
supernatan bakteri endofit yang ditambahkan dengan pereaksi salkowski
menggunakan spektrofotometer. Nilai absorbansi yang diperoleh kemudian di
ubah ke ppm (part per million) menurut hukum Beer-Lambert.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa semua jenis bakteri endofit baik
bakteri tunggal (Pseudomonas pseudomallei, Bacillus mycoides dan Klebsiella
ozaenae), maupun bakteri kombinasi (kombinasi P. Pseudomallei dengan B.
mycoides; kombinasi P. Pseudomallei dengan K. ozaenae; kombinasi B. mycoides
dengan K. ozaenae; kombinasi P. pseudomallei dengan B. mycoides dan K.
ozaenae) mampu memfiksasi N2 di udara dan menghasilkan hormon IAA secara
in vitro. Bakteri endofit tunggal yang mempunyai kemampuan tinggi dalam
memfiksasi N2 di udara adalah K. ozaenae (1,106 ppm), sedangkan bakteri
kombinasi yang memilki kemampuan tinggi menghasilkan N2 di udara adalah
kombinasi B. mycoides dengan K. ozaenae (1,399 ppm). Serta bakteri endofit
tunggal yang mempunyai kemampuan tinggi menghasilkan IAA adalah bakteri
tunggal K. ozaenae (0,98 ppm), sedangkan bakteri endofit kombinasi yang
memiliki kemampuan tinggi menghasilkan IAA adalah bakteri kombinasi P.
Pseudomallei dengan B. mycoides (1,16 ppm).
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Allah SWT dalam firmannya selalu menganjurkan agar manusia berlaku

arif dan bijaksana dan tidak berbuat kerusakan di muka Bumi. Pada pengolahan

pertanian misalnya, perlu dilakukan usaha pertanian secara organik menggunakan

berbagai macam cara yang ramah lingkungan. Hal ini seperti tergambar dalam

Firman Allah SWT dalam QS. Ar-Ruum (30):41.

Artinya: Telah nampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan karena
perbuatan tangan manusia, supaya Allah merasakan kepada mereka
sebahagian dari (akibat) perbuatan mereka, agar mereka kembali (ke
jalan yang benar) (QS. Ar-Rum (30):41).

Ayat di atas mengajak manusia untuk selalu memperhatikan kedaaan

lingkungan, dan tidak melakukan kerusakan dan mengabaikan aspek ekologi yang

dapat menyebabkan menurunnya kualitas lingkungan, sehingga kondisi fisik dan

biologis tanah menjadi terganggu. Salah satu contoh usaha yang dapat merusak

lingkungan adalah pemberian unsur hara N menggunakan pupuk kimia berkadar

hara tinggi seperti Urea, ZA, TSP atau SP-36, dan KCl secara berlebih-lebihan

untuk memperoleh hasil umbi kentang yang tinggi. Padahal penggunaan pupuk

kimia yang melebihi batas secara terus-menerus dalam jangka waktu yang lama

menyebabkan lingkungan menjadi tercemar dan merusak kondisi alam. Selain itu,

1
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pemupukan dengan pupuk kimia hanya mampu menambah unsur hara tanah tanpa

memperbaiki sifat fisika dan biologi tanah (Nurmayulis, 2005). Selain itu, fiksasi

nitrogen biologis sebagai bagian dari input nitrogen untuk mendukung

pertumbuhan tanaman telah menurun akibat intensifikasi pemupukan anroganik.

Oleh karena itu, kita perlu untuk untuk memperhatikan keseimbangan di alam dan

mengatur lingkungan hidup sesuai dengan jelas termaktub dalam kitab suci.

Pada kata “La allakum yarji’un”, dari ayat di atas menyerukan kepada

manusia untuk rujuk pada alam, karena tanda-tanda kebesaran dan kekuasaan

Allah dapat juga dilihat dari adanya keserasian dan keseimbangan di alam dalam

pelaksanaan sunnatullah atau hukum-hukum alam. Dalam konteks nikmat Allah

atas segala sesuatu yang ada di alam ini untuk manusia, memelihara kelestraian

alam merupakan upaya untuk menjaga limpahan nikmat Allah secara

berkesinambungan (Harahap et al, 1997).

Pelaksanaan sunnatullah dapat juga dilakukan dengan memanfaatkan

keanekaragaman hayati bakteri yang ada di alam untuk meningkatkan kesuburan

tanah dan hasil pertanian, pemutusan siklus penyakit maupun hama melalui

perubahan karakteristik mikroba, fisik atau kimia tanah, atau melalui peningkatan

aktivitas makrofauna tanah seperti cacing tanah. Selain itu juga dapat melalui

fiksasi nitrogen biologis sebagai bagian dari input nitrogen untuk mendukung

pertumbuhan tanaman (Peoples et al, 1995 dalam Hindersah dan Simarmata,

2004).

Solusi untuk mengatasi penggunaan pupuk kimia secara berlebihan,

memperbaiki kesuburan tanah dan meningkatkan kualitas tanaman adalah  dengan
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memanfaatkan teknologi alternatif pemupukan secara hayati yang ramah

lingkungan. Salah satunya adalah dengan menggunakan bakteri endofit. Menurut

Saraswati et al (2004), bakteri endofit merupakan bakteri rizosfir yang mampu

hidup dalam jaringan tanaman (endofit), berfungsi memacu pertumbuhan dan

melindungi tanaman inangnya.

Bakteri endofit hidup dalam jaringan hidup suatu tumbuhan tanpa

merugikan tanaman inangnya dan aktif dalam jaringan tersebut (Barac et al,

2004). Bakteri endofit yang memiliki kemampuan dalam melakukan penambatan

N2 secara biologis disebut dengan bakteri endofit diazotrof (Susilowati et al,

2007). Bakteri endofit terdapat pada berbagai macam jaringan tanaman, seperti

bunga, buah, daun, batang, akar, dan biji atau buah pada berbagai tanaman

(Kobayashi dan Palumbo, 2000 dalam Hung dan Annapurna, 2004).

Bakteri endofit memiliki banyak manfaat diantaranya dapat meningkatkan

pertumbuhan tanaman dengan memproduksi fitohormon, meningkatkan produksi

penyerapan mineral, fiksasi Nitrogen, mengurangi kerusakan akibat perubahan

cuaca dan meningkatkan ketahanan tanaman dari penyakit (Zinniel et al, 2002).

Studi molekuler terbaru tentang bakteri endofit memperlihatkan keanekaragaman

yang sangat besar dari spesies ini. Beberapa endofit terdapat dalam benih, tetapi

lainnya, ada yang melalui proses kolonisasi pada tanaman. Bakteri ini dapat

mengeluarkan senyawa protein untuk mempermudah dalam proses kolonisasi.

Ekspresi gen tumbuhan menunjukkan bahwa, tumbuhan menyediakan tanda

khusus untuk dapat dipengaruhi oleh bakteri endofit (Rosenblueth dan Martínez-

Romero, 2008).
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Beberapa spesies bakteri dari genus Aerobacter, Pseudomonas, Bacillus,

dan Klebsiella diketahui memiliki potensi dalam memfiksasi N2 dan

menghasilkan Hormon IAA (Rosenblueth dan Martínez-Romero, 2008). Hasil

penelitian Triplett (2006), menunjukkan bahwa Klebsiella pneumonia mampu

memfiksasi nitrogen dan memacu pertumbuhan tanaman gandum. Hasil analisa

lainnya, menunjukkan bahwa bakteri Enterobacter cloacae memiliki potensi

dalam menghasilkan hormon IAA dan bakteri Gluconacetobacter diazotrophicus

dapat meningkatkan fiksasi nitrogen pada tanaman tebu.

Menurut Khan dan Doty (2009), bakteri endofit (Enterobacter, Rahnella,

Rhodanobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Xanthomonas dan

Phyllobacterium) yang diisolasi dari tanaman ubi jalar (Ipomoea batatas), mampu

memfiksasi nitrogen, menghasilkan hormon IAA dan meningkatkan ketahanan

tanaman terhadap lingkungan yang kurang menguntungkan.

Tanaman membutuhkan hara N yang cukup besar, dan kebutuhan ini dapat

dipenuhi dari aktivitas bakteri penambat N2, baik yang berada di sekitar perakaran

dan bintil akar (rhizosfer) maupun di dalam jaringan tanaman (diazotrof endofit)

(Susilowati et al, 2007). Hal ini dikarenakan nitrogen adalah unsur makro primer

yang merupakan komponen utama berbagai senyawa dalam tubuh tanaman.

Tanaman yang tumbuh harus mengandung nitrogen dalam membentuk sel-sel

baru. Nitrogen yang tersedia bagi tanaman dapat mempengaruhi pembentukan

protein, dan disamping itu, juga merupakan bagian integral dari klorofil (Nyakpa

et al., 1988 dalam Tirta, 2006).
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Penambatan N2 secara biologis oleh sejumlah spesies bakteri endofit

memiliki keunggulan dibandingkan bakteri rizosfer, karena keberadaannya di

dalam jaringan interseluler tanaman yang tidak mudah hilang, sementara hara N

yang berada bebas di alam sangat bersifat labil, mudah tercuci air hujan dan erosi,

dan mudah menguap ke udara. Selain itu, sejumlah bakteri endofit juga mampu

menghasilkan Asam Indol Asetat (IAA) yang merupakan fitohormon golongan

auksin yang berperan dalam perpanjangan sel dan organ, pembentukan akar,

pergerakan tropisme, dormansi apikal, mempercepat proses pembungaan,

partenokarpi, absisi, pembentukan kalus, dan inisiasi akar, pembelahan sel, dan

diferensiasi jaringan vaskuler (Susilowati, 2006).

Menurut Dobereiner (1997) dalam Prakamhang (2007), endofit diazotrofik

yang tinggal pada bagian dalam tanaman, dapat menghindari persaingan dengan

bakteri rizosfer dan mendapatkan nutrient secara langsung dari tanaman inang.

Bakteri endofit perlu untuk dipelajari lebih jauh dalam rangka konservasi

sumber daya hayati, karena jenis bakteri yang hidup berasosiasi dengan tanaman

inang ini diketahui mampu menambat N2 udara pada tanaman padi, sorgum,

jagung, kedelai, dan ubi jalar, serta kemampuannya di dalam memproduksi

senyawa bioaktif yang terdapat pada tanaman dan memproduksi metabolit

sekunder (Susilowati et al, 2007). Sehingga,  dilakukan penelitian dengan judul

“Potensi Bakteri Endofit dari Akar Tanaman Kentang (Solanum Tuberosum L)

dalam Memfiksasi N2 di  Udara  dan  Menghasilkan  Hormon  IAA  (Indole  Acetid

Acid) secara In Vitro”.
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1.2 Rumusan Masalah

Rumusan Masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Apakah bakteri endofit dari akar tanaman kentang (S. tuberosum) mampu

memfiksasi N2 di udara ?

2. Apakah bakteri endofit dari akar tanaman kentang (S. tuberosum) mampu

menghasilkan hormon IAA ?

1.3 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Untuk mengetahui kemampuan bakteri endofit dari akar tanaman kentang

(S.  tuberosum) memfiksasi N2 di udara.

2. Untuk mengetahui kemampuan bakteri endofit dari akar tanaman kentang

(S. tuberosum) menghasilkan hormon IAA.

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharpakan dapat memberikan manfaat antara lain:

1. Memberikan informasi dan wawasan terhadap pengembangan ilmu

pengetahuan biologi dan khususnya mata kuliah mikrobiologi.

2. Bakteri endofit dapat digunakan sebagai bahan alternatif pemupukan,

sehingga hasil produksi tanaman kentang meningkat.

3. Dapat dijadikan sumber informasi bagi penelitian selanjutnya.
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1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Bakteri endofit yang digunakan diperoleh laboratorium mikrobiologi UIN

MMI Malang yang telah diisolasi dari tanaman kentang varietas granola.

bakteri endofit yang digunakan terdiri dari tiga yaitu, Bacillus mycoides,

Pseudomonas pseudomallei dan Klebsiella ozaenae.

2. Bakteri endofit yang diuji terdiri dari; Bakteri tunggal terdiri dari P.

pseudomallei, B. mycoides dan K. ozaenae. Bakteri kombinasi terdiri dari

P. pseudomallei dengan B. mycoides; kombinasi P. pseudomallei dengan

K. ozaenae; kombinasi K. ozaenae dengan B. mycoides dan kombinasi P.

pseudomallei, B. mycoides dengan K. ozaenae.

3. Uji fiksasi N2 di udara oleh bakteri dideteksi dengan mengukur kandungan

ion  amonia  (NH4
+) yang terbentuk pada media M63 menggunakan

spektrofotometer berdasarkan nilai absorbansi yang terlihat dengan

panjang gelombang ( ) 420 nm.

4. Uji kemampuan bakteri endofit menghasilkan hormon IAA diukur dengan

metode kolorimetri menggunakan spektrofotometer dengan panjang

gelombang ( ) 530 nm.

5. Untuk mengetahui nilai N yang terlarut dan IAA yang dihasilkan maka

nilai absorbansi akan dirubah ke nilai ppm (ml/L) dengan menggunakan

hukum Beer-Lambert, dengan rumus (A= a x b x c) (Sastrohamidjojo,

2001). Keterangan: A = Nilai Absorbansi; a = Serapan molar (harga a
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tidak tergantung pada konsentrasi dan panjang lintasan radiasi); b = Tebal

kuvet (cm); c = konsentrasi.
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BAB II

KAJIAN PUSTAKA

2.1 Deskripsi Bakteri Endofit

2.1.1 Peranan Bakteri Endofit

Allah SWT telah menciptakan berbagai macam jenis makhluk hidup,

sedangkan pencarian dan pemanfaatannya tergantung dari manusia. Isyarat adanya

makhluk hidup yang lebih kecil telah difirmankan oleh Allah SWT dalam QS. Al-

Baqarah (2):26.

Artinya: Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa nyamuk
atau yang lebih rendah dari itu[33]. Adapun orang-orang yang beriman,
maka mereka yakin bahwa perumpamaan itu benar dari Tuhan mereka,
tetapi mereka yang kafir mengatakan: "Apakah maksud Allah
menjadikan ini untuk perumpamaan?." Dengan perumpamaan itu banyak
orang yang disesatkan Allah, dan dengan perumpamaan itu (pula)
banyak orang yang diberi-Nya petunjuk. Dan tidak ada yang disesatkan
Allah kecuali orang-orang yang fasik (QS. Al-Baqarah (2):26).

Ibnu Katsir menafsirkan bahwa kata  (yang lebih rendah dari itu),

menunjukkan bahwa Allah SWT kuasa untuk menciptakan apa saja, yaitu

penciptaan apapun dengan obyek apa saja, baik yang besar maupun yang lebih kecil.

Allah SWT tidak pernah menganggap remeh sesuatu pun yang Dia ciptakan

meskipun hal itu kecil. Orang-orang yang beriman meyakini bahwa dalam

9
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perumpamaan penciptaan yang dilakukan oleh Allah memiliki manfaat bagi

kehidupan manusia (Al-Mubarok, 2006).

Pada ayat lain Allah SWT berfirman:

Artinya: Dan Dia telah menundukkan untukmu apa yang di langit dan apa yang
di bumi semuanya, (sebagai rahmat) daripada-Nya. Sesungguhnya pada
yang demikian itu benar-benar terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah)
bagi kaum yang berfikir. (QS. Al-Jaatsiyah 45: 13).

Ayat di atas menunjukkan bahwa manusia dapat memanfaatkan segala

sesuatu yang diciptakan oleh Allah SWT, termasuk bakteri untuk kemaslahatan

kehidupan manusia. Para ahli bahasa menerangkan bahwa kata memudahkan

atau menundukkan pada ayat di atas ialah sesuatu yang dapat kita tundukkan atau

kita taklukkan yang berarti memudahkan (menundukkan) segala isi alam semesta

untuk kepentingan manusia. Karena di dalam alam semesta dilangit dan dibumi,

tidak ada sesuatu pun yang sukar untuk dipergunakan oleh manusia itu, asal saja

ia suka menggunakan akal fikrian serta ilmu pengetahuannya dan suka

menggusahakan untuk diambil manfaatnya, serta mengerti bagaimana

mengembangkan kebaikan-kebaikan yang berasal dari benda tersebut (Assiba’i,

1993).

Jika dilihat dari sistem taksonomi, bakteri endofit merupakan makhluk hidup

yang berada pada sistem yang paling rendah yang tidak dapat diamati. Sehingga

jelaslah bahwa Allah SWT selain menciptakan makhluk yang dapat dilihat secara

langsung, juga menciptakan berbagai macam jenis makhluk hidup yang tidak dapat
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dilihat secara langsung atau lebih kecil. Bakteri endofit didefinisikan sebagai bakteri

yang seluruh atau sebagian siklus hidupnya berada dalam jaringan tanaman dan

berasosiasi dengan tanaman inang dengan berada dalam seluruh jaringan tanaman,

tetapi tanpa menyebabkan gejala penyakit pada tanaman inang tersebut (Rodewald et

al, 2009).

Menurut Ramamoorthy et al. (2001) dalam Firmansah (2008), bakteri

endofit dapat dijadikan sebagai agens pemacu pertumbuhan, bakteri endofit

berasosiasi dengan jaringan internal tanaman dengan mengadakan suatu

rangsangan pertumbuhan yang relatif sama seperti PGPR (Plant Growth

Promoting Rhizobacteria). Beberapa bakteri endofit mempunyai pengaruh yang

menguntungkan bagi tanaman inang, seperti memacu pertumbuhan tanaman,

meningkatkan resistensi tanaman dari patogen, dan meningkatkan fiksasi N bagi

tanaman. Bakteri endofit awalnya berasal dari lingkungan eksternal dan masuk ke

dalam tanaman melalui stomata, lentisel, luka (seperti adanya trichomes yang

rusak), melalui akar lateral dan akar yang berkecambah (Kaga et al, 2009).

Bakteri Endofit yang mampu memfiksasi nitrogen disebut dengan bakteri

endofit diazotrof. Fiksasi nitrogen dari atmosfer akan diubah ke dalam bentuk

yang lebih mudah digunakan seperti amoniak. Setiap spesies dapat memfiksasi

nitrogen dan kemungkinan ada juga strain yang tidak dapat memfiksasi nitrogen

(Prakamhang 2007).

Endofit juga dapat memberikan keuntungan lain pada tanaman.

Pertumbuhan tanaman dapat dipercepat oleh semua kelompok endofit, juga

memudahkan dalam penyerapan nutrisi, atau mensintesis hormon tanaman.
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Masuknya endofit secara alami dalam tanaman dapat dimanipulasi. Ketika dalam

tanaman, endofit menempati relung kompetisi yang lebih tinggi dari

mikroorganisme lainnya, karena endofit lebih dulu berada di tempat tersebut

(Dubois et al, 2006). Meningkatnya pertumbuhan tanaman berkaitan dengan

produksi fitohormon seperti indole-3-acetic acid (IAA), citokinin, dan hormon

pemacu pertumbuhan lainnya, dan atau sebagian endofit dapat meningkatkan

penambahan nutrisi seperti nitrogen dan fosfat (Tan dan Zou, 2001).

Ethylene dan IAA terlihat hampir pada semua aspek pertumbuhan dan

perkembangan tanaman, mulai dari perkembahan biji sampai pada pembentukan

tunas dan abscission daun. Oleh karena itu, produksi ACC deaminase and IAA

sangat efisien dan penting bagi endofit untuk merangsang tanaman inang. Bakteri

endofit mengandung ACC deaminase yang membantu pertumbuhan tanaman dan

pada umumnya berada pada bagian akar tanaman inang dalam apoplast (Long et

al. 2008).

Kolonisasi bakteri endofit pada lapisan luar sel (exodermis, sclerenchyma)

dan korteks akar, terjadi secara inter dan intraseluler dalam waktu 2-3 minggu,

menyebabkan bagian aerenchyma (korteks) menjadi berair dan ini merupakan

tempat terbesar bagi terbentunya mikrokoloni. Sebagain besar kolonisasi secara

interseluler menyebabkan pengambilan nutrient, terutama karbon oleh bakteri.

Kadangkala bakteri endofit mampu melakukan penetrasi ke dalam akar sampai

pada Stele, dan juga terdapat pada parenchyma dan dalam jaringan xylem

(Prakamhang 2007).
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Gambar 2.1 Tempat kolonisasi dan infeksi oleh endofit diazotrophic pada akar, gambar
memperlihatkan mekanisme secara longitudinal (kiri) dan transversal (kanan) (Reinhold-

Hurek and Hurek, 1998 dalam Prakamhang 2007).

Paenibacillus sp. merupakan salah satu jenis bakteri rizozfer yang mengikat

nitrogen, bakteri ini ditemukan sebagai endofit pada tanaman kentang (Barac et al,

2004). Menurut Saraswati et al (2004), ditinjau dari aspek ekologi, bakteri endofit

penambat N2 yang mengkolonisasi tanaman gramineae (rumput-rumputan) dapat

dikelompokkan menjadi dua golongan yaitu:

a) Bakteri diazotrof endofitik fakultatif.

Pada umumnya bakteri diazotrof endofitik tidak menyebabkan penyakit,

berproliferasi di dalam jaringan, tetapi tidak membentuk endosimbion di dalam sel

tanaman yang hidup. Bakteri diazotrof endofitik biasanya hidup di dalam ruang

interseluler atau pembuluh xilem akar, batang, daun, dan permukaan biji. Potensi N

yang disumbangkan oleh bakteri diazotrof endofitik lebih besar dari diazotrof non-

endofitik, karena N yang berhasil ditambat tidak ada yang hilang. Kolonisasi bakteri

diazotrof endofitik dalam jaringan tanaman dapat mengeksploitasi substrat karbon

yang disuplai oleh tanaman tanpa berkompetisi dengan mikroba lain. Bakteri ini

seringkali berlokasi dalam akar di bawah tanah atau berada pada jaringan yang kompak,

seperti buku batang dan pembuluh xilem, sehingga bakteri ini mampu tumbuh pada
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lingkungan dengan tekanan O2 yang rendah yang sangat penting bagi aktivitas enzim

nitrogenase. Beberapa bakteri diazotrof endofitik selain mampu menambat N2 juga

mampu mensekresikan asam indol-3-asetat (Saraswati et al, 2004).

b) Bakteri diazotrof endofitik obligat.

Bakteri diazotrof endofitik obligat hanya mengkolonisasi bagian dalam akar

dan bagian luar (aerial part) tanaman, dan hanya dapat diisolasi dari tanaman inang.

Bakteri yang tergolong kelompok ini ialah Herbaspirillum seropedicae, Acetobacter

diazotrophicus, Azoarcus sp,, Burkholderia sp. Hasil penelitian menunjukkan bahwa

Herbaspirillum yang diinokulasikan pada benih padi dalam larutan Hoagland

yang mengandung 15N-label dapat meningkatkan 40% total nitrogen tanaman.

Infeksi Herbaspirillum spp. pada biji tanaman padi terjadi melalui akar dan stomata

kemudian ditranslokasikan melalui xilem ke seluruh bagian tanaman (Saraswati et

al, 2004).

2.1.2 Mekanisme Peningkatan Pertumbuhan Tanaman oleh Bakteri Endofit

Bakteri endofit dapat mempercepat munculnya kecambah, memacu

pembentukan tanaman dibawah kondisi yang merugikan dan meningkatkan

pertumbuahan tanaman. Bakteri endofit dipercaya mampu memacu pertumbuhan

tanaman melalui 2 cara yaitu; 1) secara langsung membantu penyerapan nutrisi,

contoh fiksasi nitrogen, pelarutan posfat atau menambah zat besi (iron chelation),

mencegah infeksi patogen melalui pembentukan agen anti jamur dan anti bakteri,

sehingga dapat bersaing dengan patogen untuk mendapatkan nutrisi, atau

membentuk resistensi tanaman; atau (2) secara langsung memproduksi fitohormon

seperti auksin atau sitokinin, atau memproduksi enzim 1-aminocyclopropane-1-
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carboxylate (ACC) deaminase, yang menurunakn level etilen tanaman (Long et al.

2008). Hasil penelitian Mattos et al (2008), menunjukkan bahwa bakteri endofit

Burkholderia kururiensis mampu meningkatkan jumlah akar lateral dan rambut

akar tanaman padi.

Agar terjadi peningkatan pertumbuhan tanaman, maka bakteri endofit juga

harus sesuai dengan tanaman inang dan mampu mengkolonisai jaringan tanaman

inang tanpa menyebabkan patogen. Bakteri tertentu mampu mempengaruhi

pertumbuhan dan perkembangan tanaman melalui berbagai mekanisme, yang

berjalan selama siklus hidup tanaman (Long et al. 2008).

a. Fiksasi N

Proses reduksi N2 menjadi NH4
+ dinamakan proses penambatan atau fiksasi

Nitrogen. Sejauh yang diketahui, proses ini hanya dapat dilakukan oleh

mikroorganisme prokariot (Salisbury dan Ross, 1995). Mekanisme penambatan

nitrogen secara biologis dapat digambarkan melalui persamaan di bawah ini. Dua

molekul amonia dihasilkan dari satu molekul gas nitrogen dengan menggunakan

16 molekul ATP dan pasokan elektron dan proton (ion hidrogen) (Simanungkalit

et al, 2006).

N2 + 8 H+ + 8 e- + 16 ATP = 2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi

Unsur N adalah komponen utama protoplasma, terdapat dalam jumlah besar

dalam bentuk teroksidasi. Bahan yang mengandung N dapat mengalami

amonifikasi, nitrifikasi, dan denitrifikasi, tergantung bentuk senyawa-N dan

lingkungannya. Beberapa reaksi redoks kunci dalam daur N di alam semuanya

dilakukan oleh mikroba. Secara termodinamik N2 gas adalah bentuk paling stabil
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dan seimbang. Jumlah N terbesar di udara sebagai gas N2 yang merupakan sumber

utama N. Untuk memecahkan ikatan rangkap 3 N=N diperlukan energi yang

besar, berarti penggunaan N2 adalah proses yang memerlukan energi besar. Hanya

sejumlah kecil jasad yang dapat menggunakan N2 dalam proses penambatan

(fiksasi) N2, yang menyebabkan N lebih mudah digunakan yaitu dalam bentuk

amonia dan nitrat (Sumarsih, 2003).

Peningkatan unsur N oleh bakteri endofit terjadi sebagai berikut: Enzim

nitrogenase  yang  terdiri  dari  protein  Fe  dan  MoFe  mengubah  N2 menjadi NH4
+ (ion

amonimum) selanjutnya diabsorbsi menjadi senyawa organik di dalam akar, dan NO3
-

(asam nitrat) yang lebih mobil pada xilem dan diakumulasi di vakuola akar, tajuk dan

organ penyimpanan untuk menjaga keseimbangan kation-anion osmoregulasi.

Penambatan N2 (molekul nitrogen) oleh mikroba dapat terhambat bila pemberian N

mineral berlebih (Saraswati et al, 2004).

Fiksasi Nitrogen ini melibatkan penggunaan ATP dan proses reduksi

ekivalen berasal dari metabolisme primer. Semua reaksi yang terjadi dikatalisis

oleh nitrogenase. Nitrogenase adalah dua protein kompleks. Satu komponen,

dinamakan nitrogenase reduktase (NR) adalah besi (Fe) berisi protein yang

menerima elektron dari ferredoxin, reduktat kuat, dan kemudian mengirimkannya

kekomponen lainnya dinamakan nitrogenase atau M0Fe protein (Iron-

Molybdenum Protein). Nitrogenase pertama kali menerima elektron dari NR dan

proton dari larutan. Nitrogenase mengikat molekul dari molekul nitrogen

(melepaskan H2 pada waktu yang sama), dan kemudian menerima elektron dan

proton dari NR, kemudian menambahkannya ke dalam molekul N2, yang akhirnya
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melepaskan dua molekul amoniak NH3. Pelepasan molekul hidrogen H2,

merupakan bagian dari proses fiksasi nitrogen. Cukup banyak sistem fiksasi

nitrogen berisi enzim, hydrogenase, yang mendapatkan elektron dari molekul

hidrogen dan mentransfernya kembali ke dalam ferredoxin, kemudian menyimpan

beberapa energi metabolik yang hilang selama reduksi nitrogen (Dewi, 2007).

Ferredoksin reduksi yang memasok elektron untuk proses ini diperoleh melalui

fotosintesis, respirasi atau fermentasi (Simanungkalit et al, 2006).

Gambar 2.2 Skema siklus penambatan N2 (Nakamura, 1970; Eady dan Postgate, 1974 dalam
Saraswati et al, 2004).

b. Produksi Hormon Pertumbuhan

Tanaman banyak mengandung bermacam-macam komunitas bakteri endofit

yang dapat memberikan pengaruh yang positif bagi pertumbuhan tanaman dan

peningkatan pertumbuhan tanaman oleh bakteri dapat terjadi melalui satu atau

lebih mekanisme. Frekuensi perubahan pertumbuhan tanaman menggambarkan

perubahan homoeostasis fitohormon yang dapat mengurangi tingkat penggunaan

enzim ethylene (ET) oleh (ACC) deaminase (1-aminocyclopropane-1-

carboxylate) atau produksi indole acetic acid (IAA) (Long et al. 2008).
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Asosiasi bakteri endofit dengan jaringan meristem dapat mempengaruhi

pertumbuhan jaringan tanaman. Selain itu, beberapa bakteri endofit menghasilkan

prekursor tertentu untuk mensintesis fitohormon (Pirttilä, 2001). Prekursor spesifik

(bahan dasar) tersebut adalah triptopan (L-tryptophan). Triptopan (salah satu

sumber N bagi mikroba) yang terdapat dalam eksudat akar dan bahan organik yang

dapat diubah menjadi IAA (Husen, 2006).

Taghavi et al (2009), melaporkan bahwa mekanisme produksi hormon

pertumbuhan terjadi sebagai berikut:

1. Sintesis IAA

IAA termasuk fitohormon golongan auksin alami dan berperan sebagai zat

pemacu pertumbuhan tanaman karena dapat meningkatkan sintesis DNA dan

RNA, serta meningkatkan pertukaran proton (Aslamsyah, 2002 dalam

Kresnawaty et al, 2008).

Menurut Heddy (1986) dalam Aslamyah (2002), bahwa auksin mendorong

pembelahan sel dengan cara mempengaruhi dinding sel.  Lebih jelas diuraikan

oleh Catala et al (2000) dalam Aslamyah (2002), bahwa adanya induksi auksin

dapat mengaktivasi pompa proton (ion H+) yang terletak pada membran plasma

sehingga menyebabkan pH pada bagian dinding sel lebih rendah dari biasanya,

yaitu mendekati pH pada membran plasma (sekitar pH 4,5 dari normal pH 7).

Aktifnya pompa pronton tersebut dapat memutuskan ikan hidrogen diantara serat

selulosa dinding sel. Putusnya ikatan hidrogen menyebabkan dinding mudah

merenggang sehingga tekanan dinding sel akan menurun dan dengan demikian

terjadilah pelenturan sel.  Pada pH rendah juga dapat mengaktivasi enzim tertentu
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pada dinding sel yang dapat mendegradasi bermacam-macam protein atau

konstituin polisakarida yang menyebar pada dinding sel yang lunak dan lentur,

sehingga pemanjangan dan pembesaran sel dapat terjadi.

Taghavi et al (2009), menyatakan bahwa bakteri endofit mampu

meningkatkan sistesis hormon pertumbuhan seperti IAA, yang sebagian besar

dihasilkan oleh Pseudomonas putida W619. IAA disentesis dari tryptophan yang

dapat terjadi melalui 3 (tiga) jalan alternatif (gambar 2.3) yaitu.

1. Jalan pertama, tryptophan-2-monooxygenase (IaaM) mengoksidasi tryptophan

menjadi indole-3-acetamide, kemudian indole-3-acetamide dihidrolisasi oleh

indole-acetamide hydrolase untuk menghasilkan IAA. Hasil analisis

menunjukkan bahwa gen iaaH diduga dimiliki oleh semua strain kecuali

Enterobacter sp. strain 638. Selain itu, diduga bahwa enzim tryptophan 2-

monooxygenase hanya dapat ditemukan pada P. putida W619 dan Bacillus

vietnamiensis.

2. Lebih lanjut P. putida W619 melengkapi perjalanan sintesis IAA dengan

merubah tryptophan menjadi tryptamine oleh enzim triptofan dekarboksilase,

kemudian tryptamine dirubah menjadi indole-3-acetaldehyde oleh enzim amin

oksidase, yang kemudian dirubah menjadi Indole-acetid acid oleh enzim

indoleacetaldehid dehidrogenasae.

3. Dari tryptophan kemudian dirubah menjadi asam indol piruvat oleh enzim

triptofan transaminase, kemudian dirubah menjadi indol-3-acetaldehid oleh

enzim indolpiruvat dekarbosilase, dan kemudian dirubah menjadi indole acetid

acid (IAA) oleh enzim indole acetaldehid dehidrogenase.
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Gambar 2.3 Mekanisme produksi hormon pertumbuhan  (IAA, diacetyl, acetoin, and 2,3-
butanediol) pada bakteri endofit (Taghavi et al, 2009).

2. Metabolisme ACC

Beberapa bakteri seperti Pseudomonas dan Enterobacter mampu

menghasilkan enzim ACC deaminase yang berfungsi menghidrolisis ACC untuk

mengurangi efek negatif hormon etilen . Hormon IAA yang diproduksi mikroba di

lingkungan rizosfir sebagian masuk ke dalam jaringan akar (proses

kesetimbangan). Selain memacu perkembangan sel dan akar baru, hormon IAA di

dalam jaringan akar juga merangsang pembentukan enzim ACC sintase yang

berperan dalam sintesis ACC. Dalam proses kesetimbangan, sejumlah ACC yang

terbentuk akan keluar dari akar yang selanjutnya dirombak oleh bakteri penghasil

enzim ACC deaminase menjadi amonia dan -ketobutirat. Hidrolisis ACC (salah

satu sumber N bagi bakteri pemacu pertumbuhan) secara terus-menerus akan

mengurangi jumlah ACC dan etilen di dalam akar, sehingga mengurangi pengaruh

negatif etilen bagi perkembangan/pemanjangan akar tanaman (Husen, 2006).
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Gambar 2.4 Mekanisme penurunan konsentrasi etilen dalam akar oleh RPTT untuk
mencegah terjadinya proses penghambatan perkembangan (pemanjangan) akar tanaman

(tanda  pada gambar = penghambatan) (Sumber: Shah et al., 1997 dalam Husen, 2006)

2.2 Diskripsi Tanaman Kentang (Solanum tuberosum)

2.2.1 Ciri Morfologi Tanaman Kentang (Solanum tuberosum)

Tanaman Kentang (S. tuberosum) merupakan suatu terna berbatang basah,

dengan umbi batang pada stolonnya. Daun berseling menyirip ganjil terputus-

putus. Anak daun bulat telur memanjang, berganti-ganti besar dan kecil, pada

ujung terdapat anak daun yang paling besar. Warna bunga bermacam-macam,

seperti putih, biru, ungu, terdapat pada tukal-tukal dengan percabangan dikotomik

dengan ibu tangkai yang panjang. Buahnya buah buni yang bulat dengan kelopak

yang tetap (Gembong, 1994). Tanaman kentang yang dihasilkan secara aseksual

dari umbi memiliki akar serabut dengan percabangan halus, agak dangkal, dan

akar adventif berserat yang menyebar; sedangkan tanaman yang tumbuh dari biji

membentuk akar tunggang raping dengan akar lateral yang banyak (Rubatzky dan

Yamaguchi, 1998).
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Batang di atas tanah berdiri tegak, awalnya halus dan akhirnya menjadi

persegi serta bercabang jika pertumbuhannya sudah beranjut. Bentuk

pertumbuhan tanaman berkisar dari kompak hingga menyebar. Batang di bawah

permukaan tanah (rhizoma), umunya disebut stolon, menimbun dan menyimpan

produk fotosintesis dalam umbi yang membengkak deat bagian ujung.

Karbohidrat ditranslokasikan sebagai sukrosa ke dalam stolon, yang pembelahan

dan pembesaran selnya menyebabkan pertumbuhan umbi; sukrosa yang

ditransportasikan dikonversi dan disimpan dalam bentuk butiran pati (Rubatzky

dan Yamaguchi, 1998).

Secara morfologi, umbi adalah batang pendek, tebal dan berdaging dengan

daun yang berubah menjadi kerak atau belang,berdampingan dengan tunas

samping (aksilar), yang dikenal dengan “mata”. Tunas tersebut membentuk

susunan spiral yang tertekan pada permukaan umbi, dengan jumlah yang makin

banyak mendekati titik apikal. ‘Mata’ berada pada belang ketiak daun dan tetap

dominan selama perbesaran umbi. Sebenarnya, setiap mata adalah sekelompok

tunas, dan setiap tunas mampu tumbuh menjadi batang (Rubatzky dan

Yamaguchi, 1998). Pembentukan umbi berkorelasi positif dengan luas daun serta

berhubungan dengan umur daun (Nurhidayah dkk, 2005).
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Gambar 2.5 Bagian-Bagian anatomi Umbi Kentang (Rubatzky dan Yamaguchi, 1998).

Tanaman kentang dapat tumbuh baik pada tanah yang subur, mempunyai

drainase yang baik, tanah liat yang gembur, debu atau debu berpasir. Tanaman

kentang toleran terhadap pH pada selang yang cukup luas, yaitu 4,5 sampai 8,0,

tetapi untuk pertumbuhan yang baik dan ketersediaan unsur hara, pH yang baik

adalah 5,0 sampai 6,5 (Nurmayulis, 2005).

Salah satu jenis varietas Kentang yang cukup diminati di Indonesia adalah

Granola, yang mencakup 80% dari total areal penanaman dan merupakan satu

satunya varietas yang ditanam di Bali. Hal tersebut merupakan alasan utama

pemilihan varietas dalam penelitian ini. Alasan konsumen memilih Granola

karena hasil panennya tinggi, mudah dibudidayakan, dapat digunakan untuk

bermacam macam keperluan misalnya untuk sup, perkedel, dan keripik. Granola

juga resisten terhadap beberapa hama dan penyakit (Rhoades et al, 2001).
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2.2.2 Klasifikasi Tanaman Kentang (Solanum tuberosum L.)

Menurut Gembong (1994), klasifikasi tanaman Kentang (Solanum

tuberosum L) sebagai berikut:

Divisio : Spermatophyta

Subdivisio : Angiospermae

Klas : Dicotyledoneae

Ordo : Tubiflorae (Solanales, Personatae)

Familia : Solanaceae

Genus : Solanum

Spesies : Solanum tuberosum L.

2.2.3 Manfaat Tanaman Kentang

Sebagai bahan makanan, kentang diketahui memiliki kandungan gizi yang

tinggi. Kentang mengandung karbohidrat, protein, asam amino essensial, dan

vitamin yang lengkap. Menurut Niederhauser (1993) dalam Warnita (2007),

perbandingan protein dengan karbohidrat pada tanaman kentang lebih tinggi

daripada tanaman serealia maupun tanaman umbi lainnya. Protein dalam kentang

mengandung asam amino yang seimbang sehingga sangat baik untuk kesehatan

manusia. Selain itu kandungan vitamin dalam kentang jauh lebih tinggi

dibandingkan tanaman lainnya, seperti padi, gandum, dan jagung. Selanjutnya

Kolasa (1993) dalam Warnita (2007), menyatakan bahwa umbi kentang tidak

mengandung lemak, kolesterol, tetapi mengandung karbohidrat, sodium, serat

diet, protein, vitamin A, vitamin C tinggi (sekitar ± 50%), kalsium, zat besi dan

vitamin B6 yang cukup tinggi dibanding beras.
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Sebagai salah satu jenis sayuran, kentang memiliki kandungan ascorbic

acid, thiamin, niacin, pyridoxine dan pantothenis acid yang setara dengan jenis

sayuran lainnya (Adiyoga et al, 2004).

Selain itu, dengan Kandungan protease inhibitornya yang tinggi pada

bagian isinya, kentang dapat menetralkan virus-virus tertentu dan menghambat

serangan kanker.  Inhibitor yang diekstrak dari kentang mempunyai kemampuan

sebagai aktivitas yang sangat kuat. Selain bagian isi, kulitnya pun cukup

bermanfaat.  Bagian ini ternyata kaya akan asam klorogenik, yaitu polifenol yang

mencegah mutasi sel-sel yang mengarah pada kanker.  Dalam hal ini kulit kentang

mempunyai aktivitas sebagai antioksidan yang dapat menetralkan radikal bebas

yang merusak sel-sel yang akan mengarah pada sejumlah penyakit, termasuk

kanker.  Kentang yang dibuat sop bermanfaat bagi pengobatan asam urat, ginjal,

dan penyakit lambung.  Selain itu juga, dapat digunakan untuk mengganti mineral

dalam sistem tubuh (BPPHP, 2004).
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BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen eksploratif. Penelitian

eksperimen ini dilakukan dengan cara menumbuhkan isolat bakteri endofit pada

media M63 tanpa mineral N untuk mengetahui kemampuan bakteri endofit dalam

memfiksasi N2. Kemampuan fiksasi N2 dideteksi dengan mengukur kandungan

ion  amonia  (NH4
+) yang terbentuk pada media M63 menggunakan

spektrofotometer.

Media JNFB diguanaknuntuk mengetahui kemampuan bakteri endofit

dalam menghasilkan hormon IAA. Kemampuan bakteri endofit menghasilkan

hormon IAA dideteksi menggunakan spektrofotometer. Percobaan terdiri dari

isolat tunggal (Bacillus mycoides, Pseudomonas pseudomallei dan Klebsiella

ozaenae) dan isolat kombinasi (kombinasi P. Pseudomallei dengan B. mycoides;

kombinasi P. pseudomallei dengan K. ozaenae; kombinasi B. mycoides dengan K.

Ozaenae; dan kombinasi P. pseudomallei dengan B. mycoides dan K. ozaenae).

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Januari - April 2010. Tempat

penelitian adalah di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas Sains

dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim, Malang.
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3.3 Alat dan Bahan

3.3.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah laminar flow cabinet,

autoklaf, oven, cawan petri, jarum ose, bunsen, pengaduk kaca, pinset, kertas

saring, incubator, aluminium foil, mikroskop, gelas ukur, tabung reaksi, pipet

volume, erlenmeyer, botol media, shaker incubator, sentrifuge, timbangan

analitik, mikropipet, hot plate dan spektrofotometer.

3.3.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah medium, media

TSA (Tryptic Soy Agar), Media TSB (Tryptic Soy Broth), aquades steril, medium

pertumbuhan JNFB (James Nitrogen Free Malat Bromthymol Blue, per liter

media  terdiri  atas  5,0  g  asam  malat;  0,6  g  K2HPO4; 1,8 g KH2PO4; 0,2 g

MgSO4.7H2O; 0,1 g NaCl; 0,2 g CaCl2.2H2O; 0,066 g FeEDTA; 4,5 g KOH; 2 ml

BTB; 2 ml mikronutrien (pepton); pH 5,8), Media pertumbuhan M63 (KH2PO4 100

mM, KOH 75 mM, MgSO4 0,16 mM, FeSO4 3,9 mM dan glukosa 100 mM) dan bateri

endofit P. pseudomallei, B. mycoides dan K. ozaenae.
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3.4 Variabel Penelitian

1. Variabel bebas : Suspensi bakteri endofit

2. Variabel terikat terdiri dari 2 yaitu:

a) Uji fiksasi N2 di udara oleh bakteri dideteksi dengan mengukur

kandungan ion amonia (NH4
+) yang terbentuk pada media M63

menggunakan spektrofotometer berdasarkan nilai absorbansi yang

terlihat dengan panjang gelombang ( ) 420 nm.

b) Uji kemampuan bakteri endofit menghasilkan hormon IAA diukur

dengan metode kolorimetri menggunakan spektrofotometer dengan

panjang gelombang ( ) 530 nm.

3.5 Prosedur Penelitian

3.5.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi alat dan bahan dengan cara membungkus alat-alat dengan

alumunium foil, kemudian memasukkannya ke dalam autoklaf pada suhu 121° C

dengan tekanan 15 psi (per square inchi) selama 15 menit.

3.5.2 Penyiapan dan Peremajaan Bakteri Endofit

Penyiapan dan pemurnian bakteri endofit dilakukan dengan cara sebagai

berikut:

1. Bakteri endofit yang tumbuh pada medium TSA diremajakan pada

masing-masing pada medium lempeng agar dan medium TSA miring.

2. Kemudian diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 35° C.
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3. Kemudian memperbanyak bakteri endofit (Bacillus mycoides,

Pseudomonas pseudomallei dan Klebsiella ozaenae) pada media TSA

dan membuat bakteri kombinasi yang terdiri atas kombinasi P.

pseudomallei dengan B. mycoides; P. pseudomallei dengan K. ozaenae;

B. mycoides dengan K. ozaenae; dan kombinasi P. Pseudomallei, B.

mycoides dengan K. ozaenae.

3.5.3 Uji Penambatan N2 dan Pengukuran Hormon IAA

3.5.3.1 Pengukuran Kemampuan Penambatan N2

Uji fiksasi N diudara dilakukan berdasarkan metode Ikhwan (2006).

Kemampuan penambatan N2 diukur dengan menghitung N2 yang terlarut dalam

air dalam bentuk NH4 menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang

) 420 nm. Isolat-isolat bakteri endofit ditumbuhkan pada media TSB cair dan di

inkubasi dalam shaker inkubator selama 24 jam. Kemudian disentrifugasi dengan

kecepatan 10.000 xg. Setelah disentrifugasi, maka diambil supernatan yang

terbentuk, kemudian diambil 1 ose dan ditumbuhkan pada media cair M63 tanpa

penambahan mineral nitrogen. Selama 6 hari dilakukan uji kandungan NH4
+ dan nilai

OD pada isolat yang dikembangkan.

3.5.3.2 Pengukuran Konsentrasi IAA secara Spektrofotometri.

Pengukuran IAA di-lakukan sesuai prosedur Gordon dan Weber (1951

dalam Susilowati et al, 2003). Kultur bakteri endofitik 500 µl ditumbuhkan pada

media JNFB cair dan diinkubasi pada suhu ruang selama 5 hingga 7 hari. Kultur

disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 xg selama 10 menit. Supernatan
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dipindahkan ke tabung reaksi bersih dan steril, lalu diberi pereaksi Salkowski (20

ml FeCl3 0,1 M; 400 ml H2SO4 pekat; 580 ml air suling) dengan volume yang

sama. Campuran supernatan dan pereaksi diinkubasi selama 60 menit, kemudian

diukur absorbansnya pada  = 530 nm Spektrofotometer.

3.6 Pengumpulan dan Analisa Data

Data fiksasi N2 diperoleh dari hasil analisa menggunakan spektrofotometer

dengan panjang gelombang ( ) 420 nm. Pengukuran ini meliputi nilai NH4 dengan

melihat nilai absorbansinya dan nilai OD isolat bakteri endofit. Data sintesis IAA

diperoleh berdasarkan nilai absorbansi IAA yang diukur pada panjang gelombang

) 530 nm. Analisis data penelitian kualitatif dilakukan dengan

mengorganisasikan data, menjabarkannya ke dalam unit-unit, melakukan sintesa,

menyusun ke dalam pola dan membuat suatu kesimpulan. Untuk mengetahui

persentase kemampuan bakteri endofit memfiksasi N di udara maka maka di

analisis menggunakan regresi polynomial.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Kemampuan Fiksasi Nitrogen oleh Isolat Bakteri Endofit

Media M63 merupakan media yang digunakan untuk menguji kemampuan

fiksasi N di udara, karena pada medium ini tidak terdapat senyawa N. Sehingga

tanpa unsur ini menyebabkan tidak terpenuhinya unsur-unsur yang membantu

dalam menjalankan pertumbuhan bakteri dan dalam menjalankan fungsinya yang

normal. Jenis bakteri  sangat beragam dalam hal ini; beberapa tipe menggunakan

nitrogen atmosferik, beberapa tumbuh pada senyawa nitrogen anorganik dan yang

lainnya membutuhkan nitrogen dalam bentuk senyawa nitrogen organik (Pelczar

dan Chan, 1986).

Sangat sedikit jumlah mikroorganisme yang mampu menggunakan N2

sebagai sumber nitrogen dalam proses fiksasi nitrogen. Proses fiksasi nitrogen

terjadi melalui serangkaian proses reduksi dan oksidasi (Madigan dan Martinko,

2006). Salisbury dan Ross (1995), menyatakan bahwa untuk mereduksi N2

menjadi NH4 diperlukan beberapa elektron dan ATP, yang diperoleh selama

proses oksidasi pada bakteroid.

Terakado-Tonooka et al (2008), menyatakan bahwa karbohidrat dan

fiksasi  N2 oleh bakteri diazotrof merupakan faktor pembatas bagi  pertumbuhan

endofit.  Fiksasi  N2 ditemukan hanya ketika terdapat sumber karbohidtrat, malat

dan citrat yang diberikan oleh tanaman. Pada kedelai, fiksasi nitrogen sangat

tergantung pada banyaknya produk fotosintesis dan aktivitas maksimal
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nitrogenase yang sering diasosiasikan dengan tingginya aktivitas fotosintesis.

Laporan sebelumnya menunjukkan bahwa baknyaknya klorofil, merupakan salah

satu indikator fotosintesis. Kuatnya ekspresi gen nifH juga berkorelasi dengan

fotosintesis pada ubi jalar.

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa isolat-isolat bakteri endofit mampu

memfiksasi N di udara. Hal ini ditunjukkan dengan adanya kemampuan dari isolat

bakteri tersebut untuk tumbuh pada media bebas N (Ikhwan, 2008). Hasil

pengukuran NH4
+ (ion amonium) pada bakteri tunggal dan kombinasi adalah:

Gambar 4.1. Nilai NH4 yang terbentuk hasil fiksasi N di udara oleh bakteri endofit pada
isolat tunggal dan kombinasi

K. ozaenae merupakan bakteri yang memiliki kandungan NH4 paling

tinggi (1,106 ppm) pada hari ke-5 kemudian disusul oleh P. pseudomallei sebesar

(0,993 ppm) pada hari ke-5, dan B. mycoides  (0,997 ppm) pada hari ke-4,

kemudian nilai ion amonium masing-masing bakteri tersebut mengalami



33

penurunan pada hari berikutnya. Kemampuan masing-masing bakteri endofit

dalam memfiksasi N2 di udara dipengaruhi oleh gen dan enzim nitrogenase yang

dihasilkan oleh masing-masing jenis bakteri tersebut. Davet (2004), menyatakan

bahwa pada bakteri Klebsiella pneumoniae, 20 gen nif  yang berbeda telah

ditentukan struktur dan fungsi enzim nitrogenasenya. Hasil penelitian Desnoues et

al (2003), menyatakan bahwa kemampuan fiksasi nitrogen ditentukan oleh

karakteristik gen nif dan enzim nitrogenase. Hasil penelitian menunjukkan bahwa

pada Pseudomonas stutzeri memiliki karakteristik yang sama dengan gen yang

dimiliki oleh Klebsiella dan Azoarcus. Hasil penelitian Hino dan Wilson (1957),

juga menunjukkan bahwa bakteri dari genus Bacillus mampu memfiksasi

nitrogen. Pada Bacillus memiliki enzim nitrat reduktase, enzim ini bertindak

sebagai akseptor elektron.

Pada bakteri endofit kombinasi, bakteri yang paling tinggi menghasilkan

NH4 adalah bakteri B. mycoides dengan K. ozaenae menghasilkan 1,399 ppm pada

hari ke-5; bakteri P. pseudomallei, B. mycoides dengan K. ozaenae 1,028 ppm

pada hari ke-4; bakteri P. pseudomallei dengan K. ozaenae sebesar 0,746 ppm

pada hari ke-5 dan bakteri kombinasi P. pseudomallei dengan B. mycoides sebesar

0,71 ppm pada hari ke-4.

Tingginya nilai NH4 yang difiksasi oleh bakteri endofit kombinasi

dibandingkan dengan bakteri endofit tunggal berkaitan dengan seiring

meningkatnya populasi bakteri dalam media M63 tanpa mineral N. Hal ini

dikarenakan bakteri yang digunakan memiliki kecepatan tumbuh yang berbeda-

beda. Ketika nitrogen meningkat dalam media M63, maka dimanfaatkan oleh
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populasi bakteri endofit untuk membentuk biomassanya. Ghazali (2001) dalam

Sumastri (2009), menyatakan bahwa kultur campuran (kombinasi) bakteri mampu

mendegradasi senyawa hidrokarbon alifatik, aromatik, asfaltin, dan senyawa

fraksi nitrogen, sulfur, dan oksigen pada tanah yang tercemar minyak bumi dan

lumpur minyak bumi. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa biodegradasi

dengan kultur campuran bakteri memberikan hasil yang lebih tinggi daripada

kultur satu jenis bakteri, tetapi diperlukan kombinasi campuran bakteri yang

dinamis dan sinergis. Darmayasa (2008), menyatakan bahwa keberadaan nitrogen

dan fosfor sangat penting karena mikroorganisme memerlukannya untuk

membentuk biomassa. Penurunan nilai ion NH4 dapat disebabkan oleh

menurunnya populasi yang terdapat dalam media tumbuh.

Hasil perhitungan menggunakan regresi polynomial menunjukkan bahwa

persentase (R2) kemampuan masing-masing bakteri endofit dalam memfiksasi

nitrogen di udara berbeda-beda (gambar 4.2). Pada isolat P. pseudomallei

kemampuan memfiksasi N sekitar 74,26%, sedangkan pada isolat B. mycoides

dan K. ozaenae masing-masing memiliki kemampuan memfiksasi N2 di udara

sebesar 81,91% dan 75,78%. Pada isolat kombinasi, kombinasi P. pseudomallei

dengan B. mycoides sebesar 88,8%, kombinasi P. pseudomallei dengan K.

ozaenae sebesar 94,74%, kombinasi B. mycoides dengan K. ozaenae sebesar

70,07%, dan kombinasi P. pseudomalei, B. mycoides dan K. ozaenae sebesar

91,83%.
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Gambar 4.2. Grafik perhitungan regresi polynomial, kemampuan bakteri endofit
memfiksasi N2 di udara

Persamaan dan nilai R2 dapat dilihat dari tabel dibawah ini.

Tabel 4.1 Nilai hasil perhitungan regresi polynomial NH4
+

Isolat bakteri Persamaan Nilai R2

P. pseudomalei y = -0.0382x2 + 0.4235x - 0.46 R2 = 0.7426
B. mycoides y = -0.0591x2 + 0.5991x -0.6292 R2 = 0.8191
K. ozaenae y = -0.0825x2 + 0.7507x - 0.8445 R2 = 0.7578
Kombinasi P. pseudomallei
dengan B. mycoides

y = -0.0511x2 + 0.4634x - 0.4252 R2 = 0.888

Kombinasi P. pseudomallei
dan K. ozaenae

y = -0.0277x2 + 0.3542x - 0.3766 R2 = 0.9474

Kombinasi B. mycoides
dengan K. ozaenae

y = -0.0502x2 + 0.5576x - 0.5971 R2 = 0.7007

Kombinasi P. pseudomalei,
B. mycoides dengan K.
ozaenae

y = -0.0783x2 + 0.7164x - 0.7111 R2 = 0.9183
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Pada bakteri endofit kombinasi, terdpat dua kombinasi yang cukup tinggi

menghasilkan ion NH4 yaitu B. mycoides dengan K. ozaenae dan kombinasi

bakteri P. pseudomallei, B. mycoides dengan K. ozaenae. Kemampuan

penambatan nitrogen yang tinggi disebabkan oleh seiring dengan meningkatnya

enzim yang dihasilkan oleh masing-masing jenis bakteri baik yang berfungsi

dalam memfiksasi N maupun yang mampu menguraikan senyawa-senyawa

tertentu sebagai faktor tumbuh, misalnya enzim fitase. Nat dan Sajidan (2009),

menyatakan bahwa enzim fitase merupakan salah satu enzim yang tergolong

dalam kelompok fosfatase yang mampu menghidrolisis senyawa fitat. Enzim ini

berfungsi untuk mendegradasi ikatan fitat, sehingga dapat melepaskan mineral,

asam amino dan protein tertentu. Bakteri yang menghasilkan enzim fitase adalah

B. subtilis, B. amyloliquefaciens, dan fitase periplasma dan sitoplasma dari

Escherichia coli, Aerobacter aerogenes, Pseudomonas spec, K. terrigena dan K.

Aerogenes. Selain itu adanya hubungan yang sinergis menyebabkan proses fiksasi

nitrogen dapat berjalan dengan baik. Selain itu, faktor tumbuh yang sama

menyebabkan terjadi kompetisi sehingga proses fiksasi N berjalan tidak terlalu

tinggi.

Jika dua atau lebih jasad yang berbeda ditumbuhkan bersama-sama dalam

suatu medium, maka aktivitas metabolismenya secara kualitatif maupun

kuantitatif akan berbeda jika dibandingkan dengan jumlah aktivitas masing-

masing jasad yang ditumbuhkan dalam medium yang sama tetapi terpisah.

Fenomena ini merupakan hasil interaksi metabolisme atau interaksi dalam
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penggunaan nutrisi yang dikenal sebagai sintropik atau sintropisme atau sinergitik

(Sumarsih, 2003).

Contoh adanya hubungan sinergitik adalah biakan campuran yang terdiri

atas dua jenis mikroba atau lebih sering tidak memerlukan faktor tumbuh untuk

pertumbuhannya. Mikroba yang dapat mensintesis bahan selnya dari senyawa

organik sederhana dalam medium, akan mengekskresikan berbagai vitamin atau

asam amino yang sangat penting untuk mikroba lainnya. Adanya ekskresi tersebut

memungkinkan tumbuhnya mikroba lain. Kenyataan ini dapat menimbulkan

koloni satelit yang dapat dilihat pada medium padat. Koloni satelit hanya dapat

tumbuh kalau ada ekskresi dari mikroba lain yang menghasilkan faktor tumbuh

esensiil bagi mikroba tersebut. Bentuk interaksi lain adalah cross feeding yang

merupakan bentuk sederhana dari simbiose mutualistik. Dalam interaksi ini

pertumbuhan jasad yang satu tergantung pada pertumbuhan jasad lainnya, karena

kedua jasad tersebut saling memerlukan faktor tumbuh esensiil yang

diekskresikan oleh masing-masing jasad (Sumarsih, 2003).

Kecepatan tumbuh bakteri endofit isolat tunggal pada media M63 per hari,

dapat dilihat pada kurva pertumbuhan dibawah ini (gambar 4.2). Untuk isolat

tunggal P. pseudomallei fase adaptasi terjadi pada hari pertama sampai dengan

hari ke dua, pada hari ke tiga terjadi fase eksponensial sampai hari ke-5, dan

kemungkinan fase stasioner terjadi pada hari ke-6, kemudian pada hari ke 7 terjadi

fase kematian; B.mycoides fase adaptasi terjadi pada hari pertama, fase

eksponensial terjadi pada hari ke-2 sampai hari ke-4, fase stasioner terjadi lebih

pendek, kemudian pada hari ke 5 terjadi fase kematian, dan K. ozaenae fase
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adaptasi terjadi pada hari pertama, pada hari ke-2 sudah berada pada fase

eksponensial sampai pada hari ke-5, kemungkinan fase stasioner terjadi pada hari

ke-6 dan pada hari ke-7 terjadi fase kematian.

Gambar 4.3 Nilai OD bakteri endofit tunggal dan kombinasi pada media M63

Kecepatan tumbuh bakteri endofit isolat kombinasi pada media M63 per

hari, dapat dilihat pada kurva pertumbuhan dibawah ini. Untuk isolat kombinasi,

kombinasi bakteri P. pseudomallei dengan B. mycoides, fase adaptasi terjadi pada

hari pertama, fase eksponensial terjadi pada hari ke-2 sampai hari ke-4, fase

stasioner terjadi lebih pendek (tidak terdeteksi), kemudian pada hari ke 5 terjadi

fase kematian; kombinasi P. pseudomallei dengan K. ozaenae fase adaptasi terjadi

pada hari pertama samapi hari ke-2, fase eksponensial terjadi pada hari ke-3

sampai hari ke-4, fase stasioner terjadi lebih pendek (tidak terdeteksi), kemudian
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pada hari ke 5 terjadi fase kematian; pada kombinasi B. mycoides dengan K.

ozaenae fase adaptasi terjadi pada hari pertama,  pada hari ke-2 sampai hari ke-4

terjadi fase eksponensial, dan pada hari ke-5 terjadi fase kematian (fase stasioner

berjalan lebih pendek, tidak terdeteksi). Pada kombinasi P. pseudomallei, B.

mycoides dengan K. ozaenae, pada hari pertama terjadi fase adaptasi, kemudian

pada hari ke-2 terjadi fase eksponensial sampai pada sampai pada hari ke-4, dan

pada hari ke-5 terjadi fase kematian (fase stasioner berjalan lebih pendek, tidak

terdeteksi).

Purwoko (2007), menjelaskan bahwa pada mikroba terjadi 4 tahap dalam

fase pertumbuhan yaitu:

1. Pada fase adaptasi, tidak dijumpai pertambahan jumlah sel. Akan tetapi

terjadi pertambahan volume sel, proses adaptasi meliputi sintesis enzim

yang sesuai dengan medianya dan pemulihan terhadap metabolit yang

bersifat toksik (misalnya asam, alkohol, dan basa) pada waktu di media

lama.

2. Fase perbanyakan (eksponensial), pada fase perbanyakan sel melakukan

konsumsi nutrien dan proses fisiologis lainnya. Pada fase perbanyakan

jumlah sel  meningkat sampai pada batas tertentu (tidak terdapat

pertambahan bersih jumlah sel), sehingga memasuki fase statis.

3. Fase statis, pada fase statis, biasanya sel melakukan adaptasi terhadap

kondisi yang kurang menguntungkan. Beberapa alasan yang dapat

dikemukakan adalah: 1) nutrien habis, 2) akumulasi metabolit toksik
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(misalnya alkohol, asam, dan basa), 3) penurunan kadar oksigen, 4)

penuunan nilai aw (ketersediaan air).

4. Fase kematian, penyebab utama kematian adalah autolisis sel dan

penurunan energi seluler. Beberapa bakteri hanya mampu bertahan

beberapa jam selama fase statis  dan akhirnya masuk ke fase kematian,

sementara itu ada bakteri yang mampu bertahan sampai harian bahkan

mingguan pada fase statis dan akhirnya masuk ke fase kematian. Beberapa

Bakteri bahkan mampu bertahan sampai puluhan tahun sebelum mati,

yaitu dengan mengubah sel menjadi spora.

Perbedaan nilai OD (kerapatan optis merupakan nilai yang menunjukkan

tinggi rendahnya populasi bakteri dalam suatu media) antara satu bakteri dengan

bakteri lainnya menunjukkan bahwa terjadi proses pemanfaatan unsur-unsur yang

terdapat pada media terutama (unsur C dan N) untuk digunakan dalam proses

pertumbuhannya dan pemanfaatan sumber karbon antara jenis bakteri bakteri satu

dengan yang lainnya berbeda-beda. Selain itu, kemampuan antara bakteri

kombinasi satu dengan  yang lainya juga disebabkan oleh kemampuan bakteri

tersebut dalam memanfaatkan substrat yang terdapat dalam media tumbuh.

Aditiawati et al (2001), menyatakan bahwa setiap jenis bakteri pendegradasi

minyak hanya mendegradasi substrat hidrokarbon dalam kisaran yang terbatas.

Menurut Thontowi et al (2007), kebutuhan dasar nutrisi bagi

mikroorganisme untuk tumbuh adalah energi atau sumber karbon, sumber

nitrogen, dan unsur anorganik. Sumber nitrogen dalam media fermentasi

digunakan untuk sintesis protein di dalam sel.



41

Hasil uji OD pada sumber karbon yang sama yaitu glukosa, masing-

masing bakteri baik bakteri tunggal maupun bakteri kombinasi laju pertumbuhan

bakteri berbeda-beda. Bakteri kombinasi yang memiliki laju pertumbuhan yang

paling tinggi dibandingkan dengan bakteri kombinasi lainnya adalah bakteri B.

mycoides dengan K. ozaenae, hal ini disebabkan oleh adanya hubungan interaksi

yang positif. Sumarsih (2003), menyatakan bahwa meningkatnya kepadatan

populasi, secara teoritis meningkatkan kecepatan pertumbuhan. Interaksi positif

disebut juga kooperasi. Sebagai contoh adalah pertumbuhan satu sel mikroba

menjadi koloni atau pertumbuhan pada fase lag (fase adaptasi). Sedangkan bakteri

yang memiliki nilai OD rendah dapat disebbakan oleh adanya hubungan interaksi

negatif. Sumarsih (2003), menyatakan bahwa interaksi negatif menyebabkan

turunnya kecepatan pertumbuhan dengan meningkatnya kepadatan populasi.

Misalnya populasi mikroba yang ditumbuhkan dalam substrat terbatas, atau

adanya produk metabolik yang meracun. Interaksi negatif disebut juga kompetisi

dan antagonis.

Penurunan nilai OD menunjukkan bahwa bakteri tersebut terjadi proses

kematian. Menurut Thontowi et al (2007), penurunan populasi mikrobia

disebabkan berkurangnya nutrisi penting dalam media, hal ini terjadi karena

mikrobia memanfaatkan senyawa yang terkandung dalam media untuk kebutuhan

metabolismenya. Komposisi dalam media menjadi berubah sebagai hasil

metabolisme mikrobia yang mendegradasi senyawa komplek menjadi senyawa

yang lebih sederhana. Terjadinya proses penyerapan sel terhadap sumber nitrogen



42

ini menyebabkan kandungan protein di dalam media semakin berkurang dengan

lamanya waktu fermentasi.

Selain itu, penurunan nilai OD bakteri endofit juga dapat disebabkan oleh

rasio karbon terhadap nitrogen. Wulan et al (2006), melaporkan bahwa jika rasio

karbon terhadap nitrogen terlalu kecil (jumlah nitrogen terlalu besar) maka akan

terjadi kelebihan NH3 yang terbentuk yang akhirnya dapat menyebabkan proses

pengasaman. Proses pengasaman ini akan membuat pertumbuhan bakteri

terganggu karena mengganggu kestabilan pH optimum. Jika rasio karbon terhadap

nitrogen terlalu besar (jumlah unsur nitrogen kecil), maka unsur nitrogen ini akan

menjadi faktor pembatas dalam metabolisme bakteri dan hal ini akan menghambat

pertumbuhan bakteri. Yani dan Akbar (2010), menyatakan  bahwa Nilai rasio C/N

menunjukkan seberapa besar perbandingan ketersediaan karbon dan nitrogen

dalam media. Penurunan kandungan karbon dalam media menunjukkan tingkat

penghilangan yang termineralisasi oleh aktivitas bakteri.

Bakteri endofit yang ada mempunyai kemampuan fiksasi N relatif lebih

tinggi. Hal tersebut ditunjukkan dengan nilai N yang terdapat dalam media bebas

N. Hasil perhitungan nilai OD dan nilai NH4, menunjukkan bahwa meningkatnya

nilai NH4 ternyata meningkatkan pula nilai OD isolat bakteri endofit. Demikian

juga sebaliknya, ketika nilai fiksasi N turun, maka nilai OD isolat bakteri endofit

juga menurun. Marschner (1986) dalam Ikhwan (2008), menyatakan bahwa

bakteri akan mengaktifkan enzim nitrogenase untuk memfiksasi dan mereduksi N

udara, yang kemudian dirangkai dengan rantai karbon menjadi senyawa amina

atau asam amino. Senyawa asam amino akan digunakan sebagai faktor
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pertumbuhan, karena merupakan komponen dasar dalam pembentukan protein dan

pembentukan organel sel yang lain. Enzim nitrogenase terdiri dari sub unit

protein-Fe dan sub unit protein-Fe-Mo, sehingga keberadaan Fe dan Mo sangat

diperlukan untuk aktifator enzim tersebut (Ikhwan, 2008).

Konversi  N2 dari udara menjadi amonia dimediasi (dibantu) oleh enzim

nitrogenase. Banyaknya N2 yang dikonversi menjadi amonia sangat tergantung

pada kondisi fisik, kimia, dan biologi tanah. Ketersediaan sumber energi (C-

organik) di lingkungan rizosfir merupakan faktor utama yang menentukan

banyaknya nitrogen yang dihasilkan. Penambahan sisa-sisa tanaman (biomassa)

sebagai sumber C ke dalam tanah memacu perkembangan populasi bakteri

penambat N. Ini menjelaskan mengapa jumlah nitrogen yang ditambat oleh

bakteri bervariasi di tiap tempat tergantung pada ketersediaan energi dan

kemampuan bakteri penambat N bersaing dengan mikroba lain yang hidup dan

perkembangbiakannya juga bergantung kepada sumber energi yang sama

(Simanungkalit, 2006).

Dua molekul amonia dihasilkan dari satu molekul gas nitrogen dengan

menggunakan 16 molekul ATP dan pasokan elektron dan proton (ion hidrogen),

seperti digambarkan pada persamaan berikut N2 +  8  H+  +  8  e-  +  16  ATP  =  2

NH3+ H2 + 16 ADP + 16 Pi (Simanungkalit, 2006).

Reaksi ini hanya dilakukan oleh bakteri prokariot, menggunakan suatu

kompleks enzim nitrogenase. Enzim ini mengandung dua molekul protein yaitu

satu molekul protein besi dan satu molekul protein molibdenbesi. Reaksi ini

berlangsung ketika molekul N2 terikat pada kompleks enzim nitrogenase. Protein
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Fe mula-mula direduksi oleh elektron yang diberikan oleh ferredoksin. Kemudian

protein Fe reduksi mengikat ATP dan mereduksi protein molibden-besi, yang

memberikan elektron kepada N2, sehingga menghasilkan NH=NH. Pada dua daur

berikutnya proses ini (masing-masing membutuhkan elektron yang disumbangkan

oleh ferredoksin) NH=NH direduksi menjadi H2N-NH2, dan selanjutnya direduksi

menjadi NH3. Tergantung pada jenis mikrobanya, ferredoksin reduksi yang

memasok elektron untuk proses ini diperoleh melalui fotosintesis, respirasi atau

fermentasi (Simanungkalit, 2006).

Setelah terjadi konversi N2 di udara menjadi NH3, maka proses selanjutnya

adalah konversi senyawa NH3 menjadi NH4
+ yang merupakan senyawa yang lebih

mudah  diserap  oleh  tumbuhan.  Ion  NH4
+ terbentuk dalam media, maka akan

semakin menumpuk jika tidak digunakan. Adapun reaksi konversi NH3 menjadi

NH4 adalah NH3+ H2O  NH4 + OH (Supriyati, 2009).
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Gambar 4.4 Mekanisme proses fiksasi nitrogen. Proses perubahan N2 di udara dengan
bantuan enzim nitrogenase, NADPH: nicotinamide adenine dinucleutide phosphast; Fd :

feredoxin, I: aktivitas nitrogenase dibantu oleh protein-Fe; II: aktivitas nitrogenase dibantu
oleh Protein-Fe+Mo; ATP: adenosine triphosphat; ADP: adenosine diphosphat; Pi: mineral

phosphorus (Davet, 2004).

Glukosa sebagai sumber karbon utama diserap melalui proses transfer aktif

yang kemudian dimetabolisme untuk menghasilkan energi dan mensintesis bahan

pembentuk sel, serta sintesis metabolit (Priest dan Campbell, 1996 dalam

Thontowi et al, 2007). Menurut Salisbury dan Ross (1995), di alam pada proses

fiksasi nitrogen, sumber asli elektron dan proton yang adalah karbohidrat yang

diangkut dari daun dan kemudian direspirasikan oleh bakteri. Respirasi

karbohidrat pada bakteroid menyeybabkan reduksi NAD+ menjadi NADH, atau

NADP+ menjadi NADPH. Selain itu, pada beberapa organisme penambat

nitrogen, oksidasi piruvat selama respirasi menyebabkan reduksi sebuah protein

yang disebut flavodoksin, kemudian flavodoksin, NADH, atau NADPH mereduksi

feredoksin atau protein serupa yang sangat efektif dalam mereduksi N2 menjadi

NH4+.
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Potensi N yang disumbangkan oleh bakteri penambat nitrogen yang hidup-

bebas tidak terlalu tinggi dibandingkan bakteri endofit diazotrof, karena N yang

berhasil ditambat berada di luar jaringan tanaman, sehingga sebagian hilang

sebelum diserap oleh tanaman (Simanungkalit, 2006). Pelepasan nitrogen yang

tidak terkendali dapat bersifat merugikan lingkungan, seperti meningkatnya

kandungan nitrat pada makanan dan air, yang berdampak pada kesehatan manusia

dan binantang (Edwards, 2010).

Pemanfaatan bakteri endofit ini dapat mengefisensi penggunaan N tanah,

karena mampu memfiksasi atau memenuhi kebutuhan N sendiri sehingga tidak

menggunakan N yang ada di dalam tanah. Oleh karena itu, ketersediaan N bagi

tanaman akan lebih besar karena tidak berkompetsisi untuk pemanfaatan N

sehingga penggunaan pupuk N akan lebih efisien (Ikhwan, 2008).

Segala sesuatu yang dibutuhkan oleh manusia sebenarnya sudah disiapkan

oleh Allah di Alam, sehingga pemanfaatannya tergantung pada manusia itu

sendiri. Hal ini berkaitan dengan konteks upaya untuk menjaga limpahan nikmat

Allah secara berkesinambungan. Pada QS. Al-Furqan: 2, Allah SWT berfirman:

Artinya: Yang kepunyaan-Nya-lah kerajaan langit dan bumi, dan Dia tidak
mempunyai anak, dan tidak ada sekutu bagiNya dalam
kekuasaan(Nya), dan dia telah menciptakan segala sesuatu, dan Dia
menetapkan ukuran-ukurannya dengan serapi-rapinya.

Kata “faqaddarahu taqdiran” memiliki makna bahwa segala sesuatu yang

dijadikan Tuhan diberi-Nya perlengkapan-perlengkapan dan persiapan-persiapan,
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sesuai dengan naluri, sifat-sifat dan fungsinya masing-masing dalam hidup

(Shihab, 2003).

Selain itu, ayat diatas menunjukkan bahwa Allah SWT telah menciptakan

dan mengatur segala sesuatunya dengan serapi-rapinya. Dan dari ayat ini kita

dapat menyimpulkan bahwa Allah SWT telah menciptakan sesuatu sesuai dengan

ukuran dan fungsinya (Kusumadewi, 2008). Hal ini menunjukkan bahwa kita

harus selalu memperhatikan keadaan lingkungan sehingga tidak terjadi kerusakan

maupun pencemaran, terutama dalam bidang  pertanian oleh berbagai macam

penggunaan bahan kimia. Untuk mengganti peran bahan kimia, salah satunya

dapat menggunakan bakteri endofit sebagai agen pupuk hayati yang ramah

lingkungan.

4.2 Kemampuan Produksi Hormon IAA oleh Bakteri Endofit

4.2.1 Perubahan Warna dan pH Medium

Medium isolasi yang digunakan untuk menguji produksi hormon IAA oleh

bakteri  endofit  adalah  JNFB (James  Nitrogen  Free  Bromthymo Blue)  cair   yang

dapat memperlihatkan reaksi yang berbeda dari setiap isolat. Beberapa isolat

endofit tidak merubah warna media (tetap berwarna kuning) dan isolat lainnya

merubah warna media menjadi biru kehijauan atau hijau (Susilowati, 2007).

Kandungan pH pada medium JNFB adalah 5,7, sehingga merupakan suatu kondisi

yang cukup mendukung untuk menghasilkan hormon IAA. Hasil penelitian

Isminarni et al (2007), menunjukkan bahwa Pada pH 4 produksi IAA tidak dapat

terdeteksi sedangkan pada pH 5 dapat terdeteksi. Semakin rendah pH aktivitas
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enzim pemproduksi IAA semakin menurun. Hal ini dikarenakan semua proses

fisiologis pada makhluk hidup terkait dengan sistem enzim, diduga pada kasus ini

pH dapat menurunkan aktivitas enzim yang berperan dalam produksi IAA.

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa, selama pertumbuhan isolat bakteri

endofit menunjukkan terjadinya perubahan warna pada setiap kultur bakteri, rata-

rata menunjukkan perubahan dari warna kuning menjadi warna hijau yaitu isolat

P. pseudomallei, B. mycoides, K. ozaenae dan pada bakteri kombinasi P.

pseudomallei dengan B. mycoides; kombinasi P. pseudomallei dengan K.

ozaenae; dan kombinasi P. pseudomallei, B. mycoides dengan K. ozaenae.

Sedangkan warna hijau kebiruan pada isolat kombinasi B. mycoides dengan K.

ozaenae.

A B             C                     D            E                F              G
Gambar 4.5 Warna bakteri tunggal dan bakteri kombinasi bakteri endofit pada media

JNFB cair.

Keterangan:
A  : Pseudomonas pseudomallei
B  : Bacillus mycoides
C  : Klebsiella ozaenae
D  : Kombinasi P. pseudomallei dengan B. mycoides
E  : Kombinasi P. pseudomallei dengan K. ozaenae
F   : Kombinasi P. Pseudomallei, B. mycoides dengan K. ozaenae
G   : Kombinasi B. mycoides dengan K. ozaenae
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Perubahan warna media JNFB (pH 5,8) menjadi hijau atau hijau kebiruan

semua pada isolat bakteri endofit, mengindikasikan bahwa isolat-isolat bakteri

tersebut menunjukkan reaksi basa (alkali). Alkalinisasi medium yang mengandung

malat disebabkan malat mengalami oksidasi (Susilowati, 2006).

Oksidasi merupakan pemindahan elektron dari satu molekul ke molekul

lainnya, pross oksidasi selalu disertai dengan proses reduksi, yaitu diperolehnya

elektron oleh molekul yang lain. Seringkali reaksi oksidasi merupakan

dehidrogenasi, yaitu reaksi yang menyangkut hilangnya atom hidrogen (H).

Sebuah atom hidrogen terdiri dari sebuah proton (H+)  dan  sebuah  elektron  (e-),

jadi suatu senyawa yang kehilangan atom hidrogen telah kehilangan elektron dan

dengan demikian telah teroksidasi (Pelczar dan Chan, 1986).

Hasil pengukuran pH menunjukkan bahwa pada isolat tersebut terjadi

proses alkalinisasi. Selama pertumbuhan bakteri endofit, terjadi perubahan pH

media yang berkisar antara pH 6,33–8,40.

Tabel 4.2 Nilai pH masing-masing isolat bakteri endofit pada medium JNFB Cair.
No. Isolat pH
1. P. pseudomallei 6,33
2. B. mycoides 6,64
3. K. ozaenae 6,93
4. P. pseudomallei dengan B. mycoides 7,63
5. P. pseudomallei dengan K. ozaenae 6,90
6. B. mycoides dengan K. ozaenae 8,04
7. P. pseudomallei, B. mycoides dengan K. ozaenae 8,40

Pelczar dan Chan (1986), menyatakan bahwa bila bakteri dikultivasi dalam

suatu medium yang mula-mula disesuaikan pH nya, misalnya 7, maka mungkin
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sekali pH ini akan berubah sebagai akibat adanya senyawa-senyawa asam dan

basa yang dihasilkan selama pertumbuhannya.

4.2.2 Pengukuran nilai Absorbansi Hormon IAA

Pembentukan indol acetid acid dipengaruhi oleh adanya triptofan sebagai

prekusor. Asam amino triptofan merupakan komponen asam amino yang lazim

terdapat pada protein, sehingga asam amino ini dengan mudah dapat digunakan

oleh mikroorganisme. Asam amino triptofan apabila dihidrolisis oleh enzim

triptofamase akan menghasilkan indol dan asam piruvat (Prescott, 2002). Bakteri

endofit mampu mensintesis triptofan untuk digunakan dalam proses pembentukan

hormon IAA (Staley et al, 2009).

Gambar 4.6 Reaksi pemecahan Triptofan menjadi indole dan asam piruvat (Prescott, 2002).

Triptofan dalam medium cair JNFB diperoleh melalui pepton yang

berfungsi sebagai mikronutrien. Menurut Arditti dan Ernst (1992 dalam

Ramadiana et al, 2008), pepton mengandung 15 jenis asam amino yaitu arginin,

asam aspartat, sistein, asam glutamat, glisin, histidin isoleusin, leusin, lisin,

metionin, fenilalanin, threonin, triptofan, tirosin dan valin. Pepton juga
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mengandung lima jenis vitamin, yaitu piridoksin, biotin, tiamin, asam nikotinat

dan ribovlavin.

Untuk menunjukkan bahwa isolat bakteri endofit memiliki kemampuan

dalam menghasilkan hormon IAA, maka  dilakukan pengukuran nilai absorbansi

setelah sebelumnya di tambahkan pereaski Salkowski. Menurut Herter (1908),

pereaksi salkowski dapat diguakan untuk mendeteksi hormon IAA pada suatu

organisme, selain itu juga dapat digunakan untuk mengetahui tingkah laku

keasaman organsime. Crozier et al (1988), menambahkan bahwa reagen

salkowski digunakan untuk menghitung nilai IAA setelah medium cultur

disentrifugasi. Pereaksi salkowski telah digunakan secara rutin untuk melihat

produksi IAA oleh bakteri mutan.

Kombinasi Fe dan asam sulphuric (H2SO4) sebagai pereaksi tunggal

mampu meningkatkan kepekaan dalam menentukan indoleacetic acid. Akan

tetapi, warna yang dihasilkan juga tidak stabil, dengan cepat terbentuk dan

kemudian menghilang. Memudarnya warna pada dasarnya dapat dideteksi dengan

mengadopsi standar waktu antara penambahan pereaksi dan pembacaan

absorbansi. Penggunaan pereaski ini dapat memperbaiki pembacaan nilai IAA 15

menit setelah penambahan peraksi (sampai 30 menit), serta mampu menjangkau

secara maksimal warna yang telah memudar (Gordon dan Weber, 1950). Bahkan

pada konsentrasi senyawa salkowski yang rendahpun, berkorelasi dengan

produksi IAA (Glickmann dan Dessaux, 1995).

Waktu sangat mempengaruhi nilai IAA yang dihasilkan oleh bakteri

endofit setelah penambahan pereaksi salkowski. Hal ini di dukung oleh
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kemampuan supernatan untuk mensintesis IAA pada 30 menit awal, kemudian

reaksi berakhir setelah 1 jam (Riguad dan Puppo, 1974).

Setelah penambahan pereaksi salkowski dan di inkubasi selama 1 jam,

isolat bakteri yang terkandung dalam tabung reaksi menunjukkan perubahan

warna menjadi pink dan pink transparan. Meudt dan Gaines (1967), menyatakan

bahwa nilai kalorimetrik indole- 3-acetic acid (IAA) oleh enzim peroksida

semuanya  didasarkan pada pereaksi salkowski dengan IAA dalam reaksi oksidasi.

Hasil reaksi ini akan menghasilkan warna pink jika terdapat IAA. Menurut

Gordon dan Weber (1950), tingginya stabilitas dan kepadatan warna setelah

penambahan pereaksi akan menentukan tingginya tingkat konsentarsi IAA.

Sensitivitas dan stabilitas mencapai keseimbangan, melalui peningkatan reaksi

beberapa senyawa indole lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa adanya hydrogen

peroxide memperbesar terjadinya reaksi oksidasi, mempercepat terjadinya

pembentukan warna dan kemungkinan meningkatkan intensitasnya.

Hasil uji secara kalorimetrik menggunakan spektrofotometer,

menunjukkan bahwa seluruh bakteri endofit pada kultur supernatan yang diuji

menghasilkan hormon IAA dengan nilai Absorbansi yang berbeda-beda pada tiap

isolat baik bakteri tunggal maupun bakteri hasil kombinasi. Gosh dan Basu (2002)

dalam Kumari et al (2008), menyatakan bahwa produksi hormon IAA dapat

diketahui pada kultur supernatan dan kehadiran karbon pada medium

mempengaruhi produksi hormon tersebut. Semua bakteri yang dipelajari

memperlihatkan variasi produksi IAA pada sumber karbon yang sama.
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Gambar 4.7 Struktur IAA dan Indol (Crozier et al, 1988)

Pengujian bakteri endofit dalam memproduksi Hormon IAA dilakukan

dengan metode kolorimetri. Tujuh jenis bakteri diketahui mampu memproduksi

IAA. Namun kandungannya beragam mulai dari 0,45-1,14 ppm (Tabel 4.2).

bakteri tunggal yang paling tinggi dalam menghasilkan IAA adalah K. ozaenae

dibandingkan dengan bakteri lainnya, hal ini kemungkinan dikarenakan kecepatan

tumbuh bakteri K. ozaenae cepat sehingga mampu menghasilkan enzim yang

lebih besar, sehingga menyebabkan sintesis hormon IAA menjadi lebih tingggi.

Bakteri endofit kombinasi yang mempunyai kemampuan tinggi

menghasilkan IAA ada 2 yaitu kombiasi B. mycoides dengan K. ozaenaei; dan

kombinasi P. pseudomallei dengan B. mycoides dibandingkan dengan bakteri

lainnya. Hal ini dikarenakan adanya hubungan simbiosis antara bakteri yang

terdapat dalam satu media tumbuh sehingga laju pertumbuhan meningkat dan

menyebabkan meningkanya enzim yang dihasilkan untuk mensintesis hormon

IAA.
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Tabel 4.3 Nilai konsentrasi IAA masing-masing bakteri endofit.
No. Bakteri Endofit Nilai AIA (ppm)
1. P. pseudomallei 0,56
2. B. mycoides 0,45
3. K. ozaenae 0,98
4. P. pseudomallei dengan B. mycoides 1,16
5. P. pseudomallei dengan K. ozaenae 0,55
6. B. mycoides dengan K. ozaenae 1,14
7. P. pseudomallei, B. mycoides dengan K. ozaenae 0,62

Pada bakteri kombinasi, jika salah satu mikroba ada yang dapat

mensintesis bahan selnya dari senyawa organik sederhana dalam medium, akan

mengekskresikan berbagai vitamin atau asam amino yang sangat penting untuk

mikroba lainnya. Adanya ekskresi tersebut memungkinkan tumbuhnya mikroba

lain. Kenyataan ini dapat menimbulkan koloni satelit yang dapat dilihat pada

medium padat. Koloni satelit hanya dapat tumbuh kalau ada ekskresi dari mikroba

lain yang menghasilkan faktor tumbuh esensiil bagi mikroba tersebut. Bentuk

interaksi lain adalah cross feeding yang merupakan bentuk sederhana dari

simbiose mutualistik. Dalam interaksi ini pertumbuhan jasad yang satu tergantung

pada pertumbuhan jasad lainnya, karena kedua jasad tersebut saling memerlukan

faktor tumbuh esensiil yang diekskresikan oleh masing-masing jasad (Sumarsih,

2003).

Menurut Kresnawaty et al (2008) dalam Khairani (2009), bahwa pada

inkubasi 24 jam, IAA yang dihasilkan lebih sedikit karena masih berada dalam

fase logaritmik dan juga kandungan enzim-enzim untuk mengubah triptofan

menjadi IAA masih rendah. Sedangkan pada waktu inkubasi 48 jam, IAA yang

dihasilkan paling tinggi karena isolat berada pada fase akhir logaritmik dan
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kandungan enzim-enzim yang digunakan dalam biokonversi triptofan menjadi

IAA, seperti triptofan monooksigenase, IAM hidrolase, indol-piruvat

dekarboksilase dan IAAld dehidrogenase yang dihasilkan cukup banyak dan aktif

sejalan dengan laju pertumbuhan. Pada waktu inkubasi 72 jam isolat telah

memasuki fase kematian, sehingga produksi IAA menurun tajam. Tien et al.,

(1979) dalam Khairani (2009), melaporkan bahwa konsentrasi IAA oleh A.

brasilense meningkat seiring umur bakteri sampai fase stasioner.

Menurut Dewi (2008), IAA mendorong pemanjangan sel batang hanya pada

konsentrasi tertentu yaitu 0,9 g/l. Di atas konsentrasi tersebut IAA akan menghambat

pemanjangan sel batang.

Sebagian besar produksi IAA oleh mikroorganisme terjadi melalui

berbagai cara yang berbeda-beda (Yang et al, 2006).  Menurut Ramamoorthy et

al. (2001),  bakteri endofit berasosiasi dengan jaringan internal tanaman dan

mengadakan suatu rangsangan pertumbuhan yang relatif sama seperti PGPR

(Plant Growth Promoting Rhizobacter) (Firmansah, 2008). Menurut Moore (1979)

dalam Ikhwan (2008), bahwa dalam sinetsa IAA ada ada 4 jalan yaitu:

1. Dari triptopan kemudian dirubah menjadi asam indol piruvat oleh

enzim triptopan transaminase, kemudian dirubah menjadi

indolacetaldehid oleh enzim indolpiruvat dekarboksilase dan kemudian

dirubah menjadi asam indol asetat (IAA) oleh enzim indolacetaldehid

dehidrogenase.

2. Dari triptopan kemudian dirubah menjadi triptamin oleh enzim

triptopan dekarboksilase, kemudian dirubah menjadi indolacetaldehid
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oleh enzim amin oksidase dan kemudian dirubah menjadi asam indol

asetat (IAA) oleh enzim indolacetaldehid dehidrogenase.

3. Dari indoletanol kemudian dirubah menjadi indolacetaldehid oleh

enzim indoletanol oksidase, dan kemudian dirubah menjadi asam indol

asetat (IAA) oleh enzim indolacetaldehid dehidrogenase.

4. Dari indolacetonitril dirubah langsung menjadi IAA dengan bantuan

enzim nitrilase. Sedangkan untuk transp+ort metabolit (IAA)

ekstraselular maka dibutuhkan sistem transport membran sel yang

terdiri dari simportter dan antiporter dengan carier protein.

Gambar 4.8 Reaksi biosintesis indole acetid acid dari triptofan (Yamada et al, 1990).

Berdasarkan hasil pengamatan sebelumnya, bakteri yang digunakan

merupakan bakteri dengan tipe bakteri gram negatif (Klebsiella ozaenae dan

Pseudomonas pseudomalei) dan bakteri gram positif (Bacillus mycoides).

Peningkatan produksi IAA pada isolat campuran mungkin berkaitan dengan cara

biosintesis IAA dan enzim yang berperan dalam sintesis IAA.
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Hasil penelitian Aryantha et al (2004), menunjukkan bahwa Bacillus

mampu menghasilkan hormon IAA sebesar 34, 44 sampai 54,7 g/ml pada media

Potato Dextrose Broth, setelah diinkubasi selama 25 jam. Hasil penelitian

Karnwal (2009), menyatakan P. fluorescens dan P. aeruginosa masing-masing

mampu menghasilkan hormon IAA 4,0 g/ml setelah diinkubasi selama 3 jam dan

3.9 g/ml setelah diinkubasi 4 jam. Sachdev et al (2009), melaporkan bahwa

bakteri K. pneumoniae strain K8 mampu menghasilkan hormon IAA sebesar 22,7

mg/l setelah diinkubasi selama 72 jam.

Menurut Idris et al (2007), bakteri gram negatif dalam mensintesis IAA

sangat tergantung pada adanya triptofan dengan melalui indole-3-pyruvic acid

(IPA), indole-3- acetamide (IAM), atau indole-3-acetonitrile (IAN), sebagai

sebagai perantara yang sangat penting. Enzim-enzim yang berperan dalam proses

sintesis IAA adalah AS, anthranilate synthase (trpE); APT, anthranilate

phosphoribosyltransferase (trpD); TSA, tryptophan synthase (trpAB); AAT,

tryptophan transaminase; IPyAD, indole-3-pyruvate decarboxylase (ipdc); AIDH,

indole-3-acetaldehyde dehydrogenase (dhaS); TrD, tryptophan decarboxylase;

AmO,  amine  oxidase;  IAAT,  IAA  transacetylase  (ysnE); TMO, tryptophan 2-

monoxygenase; IAMH, indole-3-acetamide hydrolase; nitrile hydratase; and

nitrilase (yhcX) (lihat gambar 4.10).
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Gambar 4.9 Skema biosintesis IAA bakteri gram positif dan bakteri negatif yang
berasaosiasi dengan tanaman. Nomor anak panah 1. Jalan IPyA; 2. Tryptofan yang

mengalami berbagai reaksi oksidasi; 3. Melalui TRA; dan 5. Melalui IAN. Proses sintesis
IAA bakteri gram positif  ditunjukkan pada garis yang tidak terputus-putus sedangkan

mekanisme biosintesis IAA oleh bakteri gram negatif ditunjukkan garis yang terputus-putus
(Vandeputte et al, 2005).

Peran dan metabolisme indole-3-acetic acid (IAA) pada bakteri gram

negatif telah didokumentasi dengan baik, tetapi sangat sedikit yang mengetahui

tentang proses regulasi dan biosintesis indole-3-acetic acid pada bakteri gram

positif. Bakteri gram positif dalam mensintesis IAA tidak tergantung adanya

penambahan tryptopan dari luar. Mekanisme biosintesis bakteri gram positif

dalam mensisntesis IAA terdapat pada gambar 6 (Vandeputte et al, 2005). Bakteri

gram positif dapat mensintesis IAA melaluiberbagai cara, tetapi rute utama IAA

adalah melalui jalan IPA (Indole 3-pyruvic acid) dengan kemungkinan senyawa

yang berperan paling besar adalah indole-3-ethanol (Idris et al, 2007).

 Biosintesis IAA yang dilakukan oleh bakteri endofit menunjukkan bahwa

di alam terjadi berbagai macam interaksi. Langit dan bumi dan segala isinya

termasuk matahari, bulan, bintang, air, tanah, tumbuh-tumbuhan dan hewan
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merupakan ciptaan yang saling berhubungan satu sama lainnyadan saling

mempengaruhi dalam komposisi ekosistem yang serasi dan seimbang serta

berjalan secara teratur, karena semua itu diatur oleh Allah SWT (Harahap et al,

1997).

Firman Allah SWT dalam QS Al-Hajj (22):5 menunjukkan bahwa

Artinya: ........ Dan kamu lihat bumi ini kering, kemudian apabila telah Kami
turunkan air di atasnya, hiduplah bumi itu dan suburlah dan
menumbuhkan berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang indah (QS Al-
Hajj (22):5).

Kemampuan Allah SWT dalam mengatur seluruh alam ditunjukkan pada

ayat diatas. Subur tidaknya suatu tanah akan meberikan pengaruh bagi

pertumbuhan tanaman. Kata “wa anbatat” memiliki makna mengeluarkan dan

diikuti  oleh  kata  “kulli zauji” berarti berbagai macam tumbuh-tumbuhan. Ketika

Allah mensifati tanah dengan “menumbuhkan”, maka hal ini menunjukkan bahwa

firman  Allah  SWT  “ahtajjat warabat” (hiduplah bumi dan suburlah), bermakna

kembali ke bumi bukan tanaman (Al-Qurtubi, 2008).
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BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah

1. Semua jenis bakteri endofit, baik bakteri tunggal dan bakteri kombinasi

mampu memfiksasi N2 di udara. Bakteri endofit tunggal yang mempunyai

kemampuan tinggi dalam memfiksasi N2 di udara adalah K. ozaenae

(1,106 ppm), sedangkan bakteri kombinasi yang memilki kemampuan

tinggi menghasilkan N2 di udara adalah kombinasi B. mycoides dengan K.

ozaenae (1,399 ppm).

2. Semua jenis bakteri endofit, baik bakteri tunggal dan bakteri kombinasi

mampu menghasilkan hormon IAA secara in vitro. Bakteri endofit tunggal

yang mempunyai kemampuan tinggi menghasilkan IAA adalah bakteri

tunggal K. ozaenae (0,98 ppm), sedangkan bakteri endofit kombinasi yang

memiliki kemampuan tinggi menghasilkan IAA adalah bakteri kombinasi

P. pseudomallei dengan B. mycoides (1,16 ppm).

5.2 Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui kemampuan

bakteri endofit dalam memfiksasi N2 di udara dengan metode lain.

60
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2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui kemampuan

bakteri endofit dalam menghasilkan IAA dengan metode yang lainnya

dan dilakukan berdasarkan kurva pertumbuhannya.

3. Perlu dilakukan uji coba secara in vitro untuk mengetahui kemampuan

bakteri endofit dalam menghasilkan senyawa lainnya.

4. Perlu dilakukan aplikasi secara in vivo dilapangan untuk mengetahui

kemampuan bakteri endofit dalam meningkatkan pertumbuhan tanaman

dengan menghitung kandungan nitrogen dalam tanaman.
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LAMPIRAN 1. Nilai Absorbansi Hasil Fiksasi N2 di Udara

Tabel 1. nilai Absorbansi  Fiksasi N2 Di udara pada Isolat tunggal

Isolat H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-7
Pseudomonas
pseudomallei 0,048 0,149 0,273 0,584 0,993 0,537
Bacillus
mycoides 0,081 0,106 0,485 0,997 0,985 0,606
Klebsiella
ozaenae 0,028 0,113 0,411 0,955 1,106 0,261

Keterangan:

H                     : Hari

Tabel 2. Nilai Absorbansi  Fiksasi N2 Di udara pada Isolat kombinasi

Isolat H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-7
P. pseudomallei
dengan B. mycoides 0,049 0,248 0,375 0,71 0,665 0,285
P. pseudomallei
dengan K. ozaenae 0,024 0,119 0,38 0,663 0,746 0,716
B. mycoides dengan
K. Ozaenae 0,029 0,281 0,412 0,627 1,399 0,716
P. pseudomallei, B.
mycoides dengan K.
ozaenae 0,038 0,237 0,675 1,028 0,937 0,436
Keterangan:
H : Hari

Konversi Nilai Absorbansi Hasil Fiksasi
Menurut Hukum Beer-Lambert, dengan rumus (A= a x b x c), sehingga
rumusnya menjadi
Untuk mencari konsentrasi rumusnya menjadi: c = A / b.
Keterangan:

A = Nilai Absorbansi
a = Serapan molar (harga a tidak tergantung pada konsentrasi dan panjang

lintasan radiasi) (diabaikan)
b = Tebal kuvet (cm) (diketahui tebal kuvet 1 cm)
c = konsentrasi
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Lampiran 1. Lanjutan
Sehingga:
Cara Penentuan konsentrasi NH4

+ yang dihasilkan oleh Isolat bakteri Endofit

P. pseudomallei

Tabel 3. Isolat bakteri endofit tunggal

Isolat
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-7

Konsentrasi NH4 dalam ppm (part per million)
P.pseudomallei 0,048 0,149 0,273 0,584 0,993 0,537
B.mycoides 0,081 0,106 0,485 0,997 0,985 0,606
K.ozaenae 0,028 0,113 0,411 0,955 1,106 0,261

Keterangan:

H                     : Hari

Tabel 4. Isolat bakteri endofit Kombinasi

Isolat
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-7

Konsentrasi NH4 dalam ppm (part per million)
P. pseudomallei
dengan B. mycoides 0,049 0,248 0,375 0,71 0,665 0,285
P. pseudomallei
dengan K. ozaenae 0,024 0,119 0,38 0,663 0,746 0,716
B. mycoides dengan
K. Ozaenae 0,029 0,281 0,412 0,627 1,399 0,716
P. pseudomallei, B.
mycoides dengan K.
ozaenae 0,038 0,237 0,675 1,028 0,937 0,436
Keterangan:
H : Hari
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LAMPIRAN 2. Nilai Absorbansi OD isolat bakteri endofit dalam medium

M63

Tabel 5. OD Isolat tunggal
Isolat H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-7

P.pseudomallei 0,027 0,027 0,19 0,318 0,48 0,334
B.mycoides 0,036 0,056 0,25 0,557 0,49 0,244
K.ozaenae 0,081 0,169 0,38 0,56 0,771 0,055

Keterangan:

H                     : Hari

Tabel 6. OD isolat bakteri endofit Kombinasi
 Isolat H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-7
P. pseudomallei
dengan B. mycoides 0,11 0,41 0,465 0,495 0,44 0,318
P. pseudomallei
dengan K. ozaenae 0,109 0,115 0,251 0,33 0,357 0,25
B. mycoides dengan
K. Ozaenae 0,033 0,145 0,27 1,14 0,716 0,351
P. pseudomallei, B.
mycoides dengan K.
ozaenae 0,117 0,2 0,417 0,662 0,464 0,156
Keterangan:
H : Hari
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LAMPIRAN 3. Nilai Absorbansi IAA pada Isolat Bakteri Endofit

Tabel 7. Nilai Absorbansi IAA masing-masing isolat bakteri endofit,
No, Bakteri Endofit Nilai Absorbansi

IAA
1, P. pseudomallei 0,56
2, B. mycoides 0,45
3, K. ozaenae 0,98
4, P. pseudomallei dengan B. mycoides 1,16
5, P. pseudomallei dengan K. ozaenae 0,55
6, B. mycoides denganK. ozaenae 1,14
7, P. pseudomallei, B. mycoides dengan K.

ozaenae 0,62

Konversi Nilai Absorbansi Hasil Fiksasi
Sehingga:
Nilai kandungan Senyawa NH4 dalam media adalah:

Cara Penentuan konsentrasi IAA yang dihasilkan oleh Isolat bakteri Endofit

Pseudomonas pseudomallei

Tabel 8. Nilai IAA yang disintesis oleh bakteri endofit adalah (ppm)
No, Bakteri Endofit Nilai AIA (ppm)
1, P. pseudomallei 0,56
2, B. mycoides 0,45
3, K. ozaenae 0,98
4, P. pseudomallei dengan B. mycoides 1,16
5, P. pseudomallei dengan K. ozaenae 0,55
6, B. mycoides denganK. ozaenae 1,14
7, P. pseudomallei, B. mycoides dengan K.

ozaenae 0,62
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LAMPIRAN 4. Isolat Bakteri Endofit dalam Media M63

      A        B       C          D          E         F           G
Gambar 1. bakteri endofit dalam media M63 tanpa mineral N

Keterangan:

A: P. pseudomallei
B: B. mycoides
C:K. ozaenae
D: P. pseudomallei dengan B. mycoides
E: P. pseudomallei dengan K. Ozaenae
F: P. Pseudomallei, B. mycoides dengan K. ozaenae
G: B. mycoides dengan K. ozaenae

                    A             B                  C             D          E         F          G
Gambar 2. bakteri endofit dalam media JNFB

Keterangan:

A: B. mycoides dengan K. ozaenae
B: P. pseudomallei dengan B. MycoidesdenganK. ozaenae
C: P. pseudomallei dengan K. Ozaenae
D: P. pseudomallei dengan B. mycoides
E:K. ozaenae
F: B. mycoides
G: P. pseudomallei
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LAMPIRAN 5. Alat Penelitian

      (a)                                   (b)                          (c)

           (d)                                                               (e)
Gambar 3. Alat-Alat Penelitian: (a) Autoklav (b) Hot Plate (c) Laminar Air Flow
(d) alat-alat bola hisap, beaker, erlenmeyer, spirtus, cawan dan lain-lain, (e)
spektrofotometer
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LAMPIRAN 6. Bahan Penelitian

                                 A                                                    B

                                   C                                       D
Gambar 4. Bahan-bahan penelitian a. Media JNFB. b. BTB dan pereaksi

Salkowksi. c. Mikronutrion. d. Bahan-bahan NacCl. KH2PO4.Glukosa dan lain-
lain.
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