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Abstract

Indole Acetic Acid (IAA) is a hormone
that is important to stimulate the growth of
plant roots. This study aimed to obtain
bacteria from the soil around the roots of
rubber plants that were able to produce IAA
hormone. The bacteria were obtained from soil
around the roots of the rubber factory then
tested for hypersensitivity response (HE),
germination and growth tests, and selected
isolates were characterized. As a result of the
isolateion, 30 different bacterial isolates were
obtained, consisting of 9 pathogenic bacteria
and 21 non-pathogenic bacteria. Selection of
the ability to produce [AA showed the non-
pathogenic isolates, only five isolates were
able to produce IAA. The highest and lowest
IAA producing isolate after 72 hours of
incubation was B12 and B17 isolate, namely
37,379 ppm and 14,707 ppm respectively.
However, asssessement of the ability of
selected isolates to produce IAA in their
interactions with rubber plants needs to be
tested.

Keywords: bacteria; Hevea brasiliensis Mdll
Arg.; IAA; isolation; rhizosphere

Abstrak

Indole Acetic Acid (IAA) merupakan
hormon yang penting untuk memacu
pertumbuhan akar tanaman. Penelitian ind
bertujuan memperoleh bakteri dari tanah
sckitar perakaran tanaman karcet vyang
mampu menghasilkan hormon IAA. Bakteri
yang diisolasi dari tanah di seckitar
perakaran tanaman karet kemudian di uji
respons hipersensitifitas (HR), kemampuan
berbiak serta tumbuh dan kemudian isolate
terpilih dikarakterizasi. Hasil isolasi,
diperoleh 30 isolate bakteri yang berbeda,
yang terdiri dari 9 bakteri patogen dan 21
bakteri non-patogen. Seleksi kemampuan
menghasilkan IAA menunjukkan bahwa dari
isolate non patogen hanya lima isolate yang
mampu menghasilkan [AA. Kemampuan
menghasilkan [AA tertinggi dan terendah
masing-masing isolate sctelah inkubasi 72
jam adalah isolate B12 yakni sebesar 37,379
ppm dan isolate B17 scbesar 14,707 ppm.
Bagaimanapun juga pengujian kemampuan
isolate tersecleksi menghasilkan 1AA dalam

interaksinya dengan tanaman karet perlu
diuji.
Kata kunci: bakteri; Hevea brasiliensis;

indole acetic acid (IAA); isolasi;

rhizosfer
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PENDAHULUAN

Pembibitan karet memerlukan bibit
batang bawah yang berasal dari benih karet.
Namun, benih karet tidak tersedia
sepanjang tahun dan benih karet yang
berkualitas hanya tersedia satu kali dalam
setahun (Yousif et al, 2013). Musim biji
karet berlangsung pada bulan Februari-
Maret di daerah selatan khatulistiwa (Pulan
Jawa) dan pada bulan November-Desember
di dacrah utara khatulistiwa (Pulau Sumatra
dan Kalimantan) (Ulya dkk., 2019). Biji karet
yang terbatas menyebabkan ketersediaan
bibit batang bawah yang unggul juga
terbatas. Upaya untuk menghasilkan bibit
batang bawah yang klonal, tersedia
sepanjang waktu, dan dalam jumlah yang
besar dapat dilakukan dengan teknik

microcutting.

Microcutting merupakan teknik
mikropropagasi tanaman dengan kultur in
vitro. Dengan menggunakan teknik ini, akan
didapatkan batang bawah yang klonal dan
ungeul untuk mendukung pertumbuhan
batang atas tanaman karet, schingpa
diharapkan dapat meningkatkan
produktivitas karet (Haris et al, 20I10).
Namun, pada teknik ini terdapat kendala
yaitu akar sulit dan lambat tumbuh (Wei et
al, 2020). Oleh karena itu, diperlukan
penambahan IAA  sccara eksogen yang
diharapkan mampu meningkatkan
pertumbuhan akar pada planiet.

Indole Acetic Acid [IAA) merupakan
hormon kelompok auksin yang berperan
dalam proses pembelahan, pembesaran, dan
pemanjangan sel pada bagian meristem
tumbuhan, salah satunya di daerah
perakaran [Lambrr_:uchl et al, 2000). 1AA
mampu memacu diferensiasi akar dalam
perkembangannya membentuk rambut
akar. Pada konsentrasi rendah, IAA mampu
menstimulasi pemanjangan akar primer,
sedangkan pada konsentrasi tinggi, [AA
mampu menstimulasi pembentukan akar
lateral dan akar adventif (Li et al, 2009).
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Tanaman mampu menghasilkan [AA
sendiri, namun melalui jalur metabolisme
yang panjang. Keterbatasan kemampuan
tanaman dalam mensintesis [AA terscbut
menyebabkan tanaman memerlukan
tambahan [ftohormon dari luar tubuh
tanaman yang dapat digunakan dalam
meningkatkan pertumbuhan tanaman
secara cepat. Salah satu alternatif yang
dapat dimanfastkan untuk memperoleh IAA
secara ecksogen adalah dengan
memanfaatkan bakteri rhizosfer (Pal et al,
2019).

Beberapa spesies bakteri rhizosfer
telah ditelii dan beberapa di antaranya
memiliki kemampuan dalam mendegradasi
bahan organik dan menghasilkan
fitohormon yang meningkatkan
periumbuhan tanaman. Butarbutar dkk.
(2018), melaporkan bahwa bakteri dari
genus Bacillus berpotensi BLbﬂgﬂi
biofertilizer dan juga biocontrol. Bakteri ini
memiliki kemampuan dalam melarutkan
fosfat, memproduksi hormon [AA, dan
m::mpruduksi siderophore yang mampu
meningkatkan pertahanan tanaman. Selain
itu, bakteri dari genus Pseudomonas juga
d.i]apurkﬂ.n dapat menghasilkan [AA dan
melarutkan fosfat dengan baik  [(Astuti,
2007). Pada pencliian Hidayad (2014),
planlet bibit karet yang telah diinokulasi
dengan bakteri endofit B.
paraconglomeratum LDP74 mampu
meningkatkan panjang akar 6 cm sctelah 3

minggu, scdangkan planlet kontrol tidak
mengalami pertumbuhan akar.

Perkebunan karet yang memiliki
arcal yang luas, memiliki tanaman dengan
daya adaptasi yang tinggi, dan memiliki
klon-klon ungpul. Dengan adanya hal
tersebut, diperkirakan rhizosfer tanaman
karet mampu menyimpan berbagai
mikroorganisme yang potensial. Oleh karena
itu, cksplorasi bakteri rhizosfer tanaman
karet dilakukan untuk memperoleh bakteri
yang mampu menghasilkan LAA.



Isolasi dan Karakterisasi Baktert Penghosil IAA{Indole Acetic Actd) dan Rhizosfer
Tanaman Karet (Hevea brasiliensis Mill Arg.)

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan pada bulan
April-September 2022 di Laboratorium
Protecksi Tanaman Unit Riset Bogor-Getas
dan Laboratorium Biologi Universitas
Scbelas Maret. Bahan yang digunakan yaitu
tanah di sckitar rhizosler tanaman karet,
aquades steril, alkohol 70%, alkohol 96%,
media NA “HIMEDIA®, media NB “HIMEDIA™,
media TSIA “HIMEDIA", L-triptofan “Merck”,
1AA “Merck”, kertas label, alumunium foil,
plastic wrap, kasa steril, kapas, larutan
Crystal Violet “Merck”, korek api, larutan
lodine “Merck®, larutan Safranin “Merck”®,
tanaman tembakau umur 3 bulan, isolate
Xanthomonas campestris, H.0: 10%, reagen
Kovac “Merck”, kertas saring whatman,
benih padi, NaOCl 5,25 %, dan reagen
Salkowski. Alat yang digunakan yaitu
autoklaf, gelas beaker, tabung reaksi, rak
tabung reaksi, spatula, pipet tetes, LAF
(Laminar Air Flow), BSC (Biological Safety
Cabinet), gelas ukur, cawan Petri, neraca
analitik, labu erlenmeyer, batang pengaduk,
vortex mixer, centrifuge, bunsen burner,
jarum ose, incubator shaker,
spektrofotometer uv-wis, cuvet, gelas benda,
penjepit tabung reaksi, penggaris, tally
sheet, disposable syringe “OncMed” 1 ml,
pensil, mikroskop cahaya, micropipet, dan
cangkul. Penelitian ini menggunakan jenis
rancangan penelitian kuantitatif dan
penelitian kualitatif. Penelitian  kuantitatf
dilakukan dengan metode skoring pada wji
daya kecambah dan pertumbuhan,
kemudian untuk uji kemampuan
menghasilkan IAA lima isolate bakteri
terpilih dianalisis menggunakan
spektrofotometri pada panjang gelombang
530 nm. Sedangkan peneliian kualitatif
dengan metode eksplorasi pada
pengambilan sampel dari tanah dan metode
deskripsi pada uji respons hipersensitil (HR)
dan karakterisasi lima isolate bakteri
terpilih.

Pengambilan Sampel Tanah

Sampel tanah diambil di kebun karet

Unit Riset Bogor-Getas dengan titik lokasi

pada 7°16'12.0"5 110°30'53.4"E. Lima
pohon dengan perawakan batang besar dari

klon RRIC 100 dipilih, dengan jarak 2 pohon
untuk setap titiknya. Sampel tanah diambil
dari tanah yang menempel di akar, pada
kedalaman batas galian 20 cm di titik tajuk
terluar setiap pohon (Gardner et al, 2011).
Tanah yang diperoleh kemudian diencerkan
dan suspensinya diisolasi pada media NA.
Isolate bakteri yang berhasil diisolasi
kemudian dimurnikan.

Uji Respons Hipersensitif ([HR Test)

Uji ini dilakukan untuk mengetahui
bakteri hasil isolasi dari sckitar perakaran
tanaman karet bersifat patogen atau non-
patogen. Bakteri patogen Xanthomonas
campestris digunakan sebagai kontrol positif
dan aquades steril sebagai kontrol negatif.
Suspensi bakteri rhizosfer sebanyak 1 ml
diinfilirasikan ke bagian abaksial lamina
tembakau schat berumur 3 bulan dengan
disposable syringe 1 ml tanpa jarum
scbanyak tiga kali ulangan. Pengamatan
dilakukan 48 jam sctelah perlakuan untuk
melihat gejala yang dihasilkan, sepert
nekrosis atau muncul bercak coklat pada
daun tembakau yang menandakan isolate
bersifat patogen (Zhang et al, 2019).

Uji Daya Kecambah dan Pertumbuhan

Bakteri non-patogen dari hasil uji HR
kemudian diuji kemampuannya
meningkatkan daya kecambah dan
pertumbuhbhan benih padi dengan
menggunakan rancangan penelitian
kuantitatif. Benih padi scbanyak 20 benih
yang telah disterilisasi permukaan,
direndam dalam tabung recaksi yang telah
diisi dengan suspensi isolate bakteri atau
aquades steril sebagai kontrol. Perendaman
benih dalam suspensi bakteri dilakukan
untuk meningkatkan interaksi antara benih
dengan bakteri dan memungkinkan
terjadinya penyerapan [AA secara maksimal
oleh benih (Krol et al., 2014). Masing-masing
isolate bakteri yang diuji dan kontrol diulang
3 kali dan diinkubasi sclama 6 jam. Benih
kemudian disemai di botol kultur yang
sudah dilapisi kertas saring steril dan telah
diberi aquades steril untuk menjaga
kelembaban (Davies et al., 2015).
Pengamatan daya kecambah benih padi
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dilakukan pada 2 HST, sedangkan
pertumbuhan diamati pada 5 HST dengan
mengukur panjang trubus dan akar
(Liwarska-Bizukojc, 2022). Data yang
diperoleh kemudian diolah menggunakan
metode skoring. Semua hasil di setiap
perlakuan, disusun dari nilai terendah
hingga tertinggi dan ditentukan kelasnya
untuk memperoleh skor berdasarkan

scbaran kelas yang diperoleh.

Uji Eemampuan Penghasil IAA dari Lima
(5) Bakteri Terpilih

Lima isolate bakteri terpilih masing-
masing diinokulasi pada 100 ml media
NB+L-Triptofan selama 72 jam di incubator
shaker dengan kecepatan 120 rpm. Setiap
24 jam selama total 72 jam inkubasi,
dilakukan analisis kemampuan
menghasilkan IAA dengan mengambil 10 ml
inokulum lalu disentrifupasi selama 30
menit dengan kecepatan 3000 rpm pada
suhu 4°C. Supernatan yang terbentuk
diambil 2 ml kemudian dimasukkan ke
dalam tabung reaksi yang telah dilapisi
alumunium foil dan ditambahkan 1 ml
larutan Salkowski lalu diinkubasi selama 2
jam pada ruangan gelap [Rini dkk., 2020).
Pengujian kadar [AA yang dihasilkan bakteri
dilakukan menggunakan spekirofotometer
UV-VIS pada panjang gelombang 530 nm.
Hasil pengukuran dibandingkan dengan
kurva standar [AA konsentrasi 0, 5, 10, 20,
30, 40, dan 50 ppm (Hidayati, 2014).

Karakterisasi Lima (5) Bakteri Rhizosfer
Terpili

Lima isolate bakteri terpilih
dikarakterizasi karakter morfologi yang
melipudi warna koloni, bentuk koloni dan
sel, tepian koloni, dan elevasi koloni. Selain
itu, juga dilakukan uji pewarnaan Gram, uji
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kebutuhan oksigen, wuji motilitas, wji
katalase, ujiindol, dan uji TSIA.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi Bakteri dan Uji
Hipersensitif (HR)

Respons

Hasil isolasi bakteri dari rhizosfer
tanaman karet di Unit Riset Bogor-Getas
dengan media NA diperoleh 30 isolate
dengan kenampakan morfologi yang
berbeda. Isolate bakteri yang  diperoleh
kemudian dimurnikan. Isolate yang
diperoleh diberi kode dengan awalan “B”
kemudian dilkuti dengan angka, yaitu Bl
hingga B30. Scbanyak 30 isolate bakteri
yang telah berhasil diisolasi, dilakukan uji
Respons Hipersensitil dan hasilnya
diperoleh 9 bakteri bersifat patogen dan 21
bakteri bersifat non-patogen sctelah
inkubasi sclama 48 jam. Bakleri patogen
ditandai dengan adanya respons nckrosis
pada daun yang telah diinfiltrasikan
suspensi bakteri. Scbaliknya, bakteri non-
patogen ditandai dengan tidak adanya
nekrosis pada daun yang telah
diinfiltrasikan suspensi bakteri (Gambar 1).
Respons hipersensitifitas berupa nekrosis
yang dihasilkan tanaman merupakan reaksi
cepat tanaman dalam mempertahankan
jaringan dari patogen pada dacrah yang
diinfiltrasikan suspensi bakteri. Reaksi
pertahanan yang dilakukan tanaman untuk
melawan serangan patogen yaitu dengan
mematikan jaringan tubuhnya yang
terserang schingga patogen tidak dapat
menyerang jaringan tubuh tanaman yang
lain (Klement and Goodman, 1967). Jaringan
yang mat (nekrosis) mengalami perubahan
warna dari hijau menjadi kecoklatan pada
daun.



Isolasi dan Karakterisasi Baktert Penghosil IAA{Indole Acetic Actd) dan Rhizosfer
Tanaman Karet (Hevea brasiliensis Mill Arg.)

Gambar 1.Respons Hipersensitif, (a) daun tembakau yang menunjukkan respons positif
dengan adanya nekrosis pada kontrol positif menggunakan Xanthomonas
campestris, (b) daun tembakau yang menunjukkan respons negatif dengan
tidak adanya perubahan warna pada kontrol negatif mengpunakan agquades
steril, (o) reaksi HR positif dengan adanya nekrosis pada daun tembakau dari
bakteri patogen Bl, dan (d) reaksi HR negatif dengan tidak adanya nekrosis
pada daun tembakan dari bakteri non-patogen B4
Figure 1. The resulls of the hypersensitive response test, {a) tobacco leaves showing a
positive response in the presence of necrostis in the positive control using
Xanthomonas campestris, and (b) tobaceo leaves showing a negative response in
the absence of color change in the negative control using sterile distilled water, ©
positive HR reaction in the presence of necrosis on tobaceo leaves from pathogenic
bacteria B1, and (d) negative HR reaction in the absence of necrosis on tobacco
leaves from non-pathogenic bacteria B4

Isolate dengan kode Bl, B2, B15,
El6, dan B25, pada daun tembakau sudah
mengalami perubahan warna sctelah
inkubasi 24 jam. Sedangkan isolate dengan
kode BS, B10, B13, dan B28, pada daun
tembakau mengalami perubahan warmna
pada pengamatan 48 jam. Hal ini
menunjukkan bahwa isolate bakteri dengan
kode B1, B2, B15, B16, dan B25 memiliki
tingkat patogenisitas yang lebih tingpi
dibandingkan isolate bakteri dengan kode
B8, B10, B13, dan B28. Hal ini sesuai
dengan pencliian Khaeruni dkk. (2008),
yaitu bakteri dengan waktu inkubasi yang
lebih singkat memiliki tingkat patogenitas
yang lebih tinggi dibandingkan bakteri
dengan waktu inkubasi yang lebih panjang.

Daya Kecambah dan Pertumbuhan

Berdasarkan perhitungan scbaran
kelas, didapatkan 5 kelas, schingga pada
setiap parameter pengujian memiliki 5
tingkatan skor. Dari penjumlahan semua
skor pada setap parameter didapatkan
isolate B12 yang menunjukkan jumlah skor
tertinggi dan  isolate B30 menunjukkan

jumlah skor terendah. Berdasarkan hasil
pengujian daya kecambah dan
pertumbuhan benih padi, dipilih lima isolate
dengan jumlah skor tertinggi, yaitu isolate
Bl12, B14, B29 dengan skor 15, dan isolate
Bll dan B17 dengan skor 14, Sclain karena
memiliki skor tertinggi, kelima isolate juga
menghasilkan rata-rata panjang akar yang
tinggi. Diharapkan isolate ini nantinya dapat
menunjang  pertumbuhan  bibit  batang
bawah tanaman karet karena mempunyai
kemampuan menyerap hara yang lebih
tinggi [Sukmawat et al., 2021).

EKemampuan menghasilkan IAA dari Lima
(5) Bakteri Terpilih

Supernatan bakteri yang telah
ditambahkan dengan reagen Salkowski
mengalami perubahan warna dari
kekuningan menjadi merah muda dengan
tingkat kepekatan warna yang berbeda
{Gambar 2). Perubahan warna yang terjadi
karcna adanya reaksi antara FeCl dan
HCIOs dari reagen Salkowski dengan IAA
yang terkandung dalam supernatan

schingga membentuk senyawa kompleks
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Tabel 1. Persentase daya kecambah, rata-rata panjang akar, rata-rata panjang trubus, dan

skor masing-masing parameter pada benih padi yang telah diimokulasi bakteri
rhizosfer dan kontrol

Table 1. Observation data on the percentage of germination, average root length, average shoot

length, and scores of each parameter on rice seeds that have been incubated with
rhizosphere bacteria and control

No. Kode Persentase | Skor | Rata-Rata | Skor | Rata-Rata | Skor | Jumlah
Bakteri Daya Panjang Panjang Skor
Kecambah Akar (cm) Trubus
Benih Padi {em)
(%)
1. | B12 o7 S 7.6 5 2,8 5 15
2. | B14 100 5 6,7 5 2,8 S 15
3. | B29 95 5 7,0 5 2,5 5 15
4. | B11 a5 5 6,4 5 2.3 4 14
5. | B17 95 5 59 L 2.4 5 14
6. | B27 95 5 4,3 3 2,5 5 13
T.| B9 100 5 6,2 5 1.9 3 13
& | B18 98 5 5,2 4 1,7 2 11
9. | B2o o7 o 5,5 4 1,7 2 11
10. | Bé o5 5 4.6 3 1,6 2 10
11. | B19 100 5 4.5 3 1.8 2 10
12, [ B22 100 3 4.8 3 1,6 2 10
13. | B23 a5 5 5.2 e 1,3 1 10
14, | B24 95 5 2,3 4 1,3 1 10
15. | B3 a5 5 4.0 2 1.8 2 9
16. | B4 100 5 AT 2 1,6 2 9
17. | B5 98 5 3.9 2 1,6 2 9
18. | BY o7 3 4.7 3 1.4 1 9
19. | B20 98 5 4.6 3 1,3 1 9
20. | B21 93 4 5.2 4 1,2 1 9
21. | B3o 93 4 5.0 3 1,8 2 9
22. | Kontrol -] 1 2.0 1 1,6 2 4
tris-(indole-3-acetato) iron (III). Adanya  perubahan warna merah, menandakan

perubahan warna menandakan bahwa
isolate bakteri mampu memetabolisme L-
triptofan menjadi
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semakin tinggl kadar [AA yang dihasilkan
bakteri (Coronado et al., 2014).
IAA. Semakin pckat



Isolast dan Kamkterisasi Bakteri Penghasil IAA {indole Acetic Acid) dari Rhizosfer
Tanaman Karet (Hevea brasiliensis Mill Arg.)

Gambar 2. Perubahan warna pada supernatan sampel bakteri setelah penambahan reagen
Salkowski, (a) kontrol, [b) isolate B17, (c) isolate B12, [d) isolate B29, (¢] isolate
B14, dan (f) isolate B11
Figure 2. Color change in the bacterial sample supernatant aftier adding Salkowski reagent,
{a) control, (b) isolate B17, (c) isolate B12, (d) isolate B29, (e) isolate Bl14, and (f)

Perhitungan kadar IAA pada
supernatan yang dihasilkan bakteri terpilih
ditentukan dengan membandingkan hasil
absorbansi dengan kurva standar I[AA
(Goswami et al, 2015). Kurva standar IAA
dibuat untuk memperoleh persamaan yang

[\ 10 20 £
Kadar TAA (ppm)

Gambar 3. Kurva Standar [AA
Figure 3. IAA Standard Curve

Persamaan yang diperoleh
digunakan untuk mencari kadar [AA dari
lima isolate bakteri terpilih. Peubah y pada
persamaan diganti dengan hasil
pengukuran absorbansi dari supernatan
isolate bakteri terpilih pada masing-masing
wakiu pengamatan 0, 24, 48, 72 jam. Hasil x
yang diperoleh merupakan kadar IAA yang
dihasilkan oleh isolate bakteri terpilih.

Hasil pengukuran kadar [AA yang
diperoleh dari setiap isolate bakteri terpilih
menghasilkan kadar yang bervariasi pada
setiap waktu inkubasi (Gambar 4). Isolate
bakteri B12 memiliki laju menghasilkan IAA
tertinggi pada inkubasi 48 jam scbesar
18,143 ppm dan menghasilkan IAA tertinggi
pada inkubasi 72 jam yaitu 37,279 ppm,
dibandingkan dengan 4 isolate bakteri yang
lain. Isolate Bll, B12, Bl4, dan B29

isolate B11

akan digunakan untuk perhitungan kadar
IAA. Kurva standar yang dihasilkan
menunjukkan adanya hubungan antara
kadar IAA (o dengan absorbansinya (y)
schingga diperoleh persamaan y = 0,014x +
0,0111 (Gambar 3).

—i— Ahaorbansi
seerenne s Lineur {Absorbans)

40 A0 11

memiliki tren kenaikan yang sama namun
masih menunjukkan adanya kenaikan
dalam menghasilkan [IAA pada inkubasi 72
jam, schingga belum dapat ditemukan
puncak produksi [AA. Sedangkan isolate
bakteri B17 menunjukkan tren yang
berbeda dari lainnya, dimana puncak
produksi IAA terjadi pada waktu inkubasi 48
jam, dan setelah itu yakni pada inkubasi 72
jam IAA yang dihasilkan menurun.

Sctiap isolate bakteri terpilih
menghasilkan pola produksi IAA yang
berbeda-beda. Pada isolate B11 dan B12,
menunjukkan pola peningkatan produksi
[AA yang tinggi pada pengamatan 0 hingga
48 jam. Sedangkan pada pengamatan ke-72
jam, pola peningkatan produksi IAA yang
dihasilkan menurun dibandingkan dengan
pengamatan  scbelumnya. Namun, pada
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isolate Bl2 kadar [AA yang diproduksi
mengalami peningkatan yang lebih besar
dibandingkan dengan isolate Bll.
Kemudian, pada isolate Bl4 dan B29
menunjukkan pola peningkatan produksi
IAA yang tinggi pada pengamatan 0 hingga
72 jam. Namun, kadar IAA yang diproduksi
isolate Bl4 lebih tnggi dibandingkan
dengan isolate B29. Lalu, pada isolate B17,
pola peningkatan produksi [AA pada
pengamatan 0 hingga 24 jam, kemudian
mengalami pola peningkatan yang rendah
pada jam ke-48 dan mengalami pola

penurunan pada jam ke-72.
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Berdasarkan hasil yang diperoleh,
kadar IAA paling tinggi yang dapat
dihasilkan secbagian besar isolate bakteri
adalah pada pengamatan 72 jam. Kadar IAA
yang dihasilkan pada pengamatan 72 jam
berkisar antara 14,707 — 37,279 ppm.
Menurut Rahma dkk. (2014), kemampuan
bakteri dalam menghasilkan IAA dibagi
menjadi tiga kelas, yaitu lemah (o < 5 ppm),
sedang |5 ppm <n < 10 ppm), dan kuat (n>10
ppm). Berdasarkan hasil yang diperoleh
pada pengamatan ke-72 jam, kelima isolate
bakteri terpilih memiliki kemampuan yang

kuat dalam menghasilkan [AA.
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Gambar 4. Kadar IAA (ppm) dari isolate bakteri terpilih pada inkubasi 0, 24, 48, dan 72

jam

Figure 4. IAA levels jppm) of selected bacterial isolates at 0, 24, 48, and 72 hours of

Berdasarkan peningkatan kadar [AA
terbesar yang dihasilkan, sedap isolate
bakteri terpilih memiliki waktu inkubasi
terbaik yang berbeda-beda. Wakitu inkubasi
terbaik dipilih berdasarkan kemampuan
isolate bakteri dalam menghasilkan
peningkatan kadar [AA terbesar diwaktu
paling cepat. Pada isolate Bll, waktu
inkubasi paling baik adalah 24 jam dengan
peningkatan kadar IAA sebesar 9,072 ppm.
Pada isolate B12 wakiu paling baik adalah
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incubation

inkubasi 48 jam dengan peningkatan kadar
IAA sebesar 18,143 ppm. Pada isolate B14,
wakiu paling baik adalah inkubasi 24 jam
dengan peningkatan kadar [AA  scbesar
10,500 ppm. Pada isolate B17, waktu
inkubasi paling baik adalah 24 jam dengan

peningkatan kadar IAA scbesar 12 ppm.
Pada isolate B29, waktu inkubasi paling baik
adalah 24 jam dengan peningkatan kadar
IAA sebesar 9,714 ppm. Berdasarkan hasil
tersebut, isolate B12 merupakan bakteri
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yang menghasilkan peningkatan kadar 1AA
terbesar yaitu 18,143 ppm pada inkubasi 48

jam.

Isolate bakteri B12 menghasilkan
1AA yang tertinggi yaitu 37,279 ppm yang
berada dalam range IAA yang dihasilkan dari
5 (lima) bakteri endofit pada penelitian
Hidayati [2014) yaitu 28,167 — 119 ppm.
Isolate bakteri B12 masih dapat meningkat
hasil IAA nya dengan penambahan wakiu
inkubasi, hal ini dapat ditunjukkan bahwa
waktu inkubasi 72 jam belum puncak dari
produksi [AA.

Karakterisasi dari 5 (lima) Isolate Bakteri
Terpilih

Karakterizasi yang dilakukan untuk
5 (lima) izolate bakieri meliputi karakter
morfologi dan karakter biokimia. Karakter
morfologi meliputi antara lain yaitu - (1)
warna, (2) bentuk, (3) elevasi, (4) tepian, (5)
bentuk sel, dan [6) pewarnaan Gram.
Sedangkan karakter biokimia dan fsiologi
meliputi antara lain yaitu (1) kebutuhan
oksigen, (2) motlitas, (3) katalase, (4) uji
indol, dan (5) TSIA. Data yang diperoleh
sepert pada Tabel 2 dan 3.

Tabel 2. Hasil pengamatan karakter lima bakteri terpilih
Table 2. The results of observing the characters of the five selected bacteria

Isolate
Karakter
Bll E12 BEl4 E17 B29
Morfologi koloni
R o Putih Putil_'l Putil_l Putil? Pu1_:ih
menghkilat  mengkilat  mengkilat menghilat kering
Bentuk koloni begt:i}-can Bundar Bundar heg‘iﬁ]:an beE{tiil:an
Elevasi koloni c?rﬁjﬁ:g Cembung (:Eff‘;lljrtg Cembung Datar
Tepian koloni Berombak Rata Berombak  Berombak  Berombak
Bentuk sel Batang Batang Batang Batang Bulat
Pewarnaan Gram ¥ - - + +
Kebutuhan oksigen Anaerob Anaerob Anaerob Anaerob Aerob
Motilitas + + + + +
Katalaze + + + + +
Indol + + + + +
TSIA K/K M/M M/K K/K M/K
Keterangan:

M/M : permukaan media merah/media bawah merah
K/K : permukaan media kuning/media bawah kuning
M/K : permukaan media merah/media bawah kuning
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Tabel 3. Gambar hasil pengamatan karakter lima bakteri terpilih
Table 3. Pictures of the observations of the five selected bacterial characters

Karakter

Isolate

Bi1l Bl12 El4 B17 B29

Morfologi
koloni

Morfologi
sel

Motilitas

Katalase

Indol

TSIA

158



Isolasi dan Karakterisasi Baktert Penghosil IAA{Indole Acetic Actd) dan Rhizosfer
Tanaman Karet (Hevea brasiliensis Mill Arg.)

Berdasarkan pengamatan karakter
morfologi, semua koloni berwarna putih
dengan permukaan mengkilat kecuali
isolate B29 yang berwarna putih dengan
permukaan kering. Bentuk koloni isolate
B12 dan B14 bundar, sedangkat isolate B11,
B29, dan B17 tidak beraturan. Elevasi koloni
isolate B12 dan B17 cembung, B11 dan B14
sedikit cembung, dan B29 datar. Tepian
koloni semua koloni berombak, kecuali
isolate Bl2 yang rata. Secmua isolate
memiliki bentuk sel batang, kecuali isolate
B29 memiliki bentuk sel bulat. Hasil dari
pengujian pewarnaan Gram, didapatkan
isolate B12 dan Bl4 merupakan bakteri
Gram negatil karena menghasilkan warna
merah setelah penpgujian. Sedangkan isolate
Bl11, B29, dan B17 merupakan bakteri Gram
positif karena menghasilkan warna ungu
kebiruan sctelah pengujian. Bakteri
penghasil IAA bisa merupakan bakteri Gram
positif maupun bakteri Gram negatif, Hal ini
seperti hasil peneliian  (Hidayat, 2014)
memperoleh 2 [dua) bakteri endofit Gram
positif dan 3 (tga) bakteri endofit Gram
negatif.

Uji kebutuhan oksigen bertujuan
untuk melihat sifat respirasi bakteri, baik
acrob, anacrob, ataupun anaerob fakultatif.
Koloni bakteri yang berada di bagian dasar
media merupakan bakteri anaerob, berada
di bagian tengah media merupakan bakteri
anaerob fakultatil, sedangkan yang tumbuh
di bagian atas merupakan bakteri acrob
(Talaickhozani et al, 2015). Berdasarkan
pengamatan, isolate bakteri B11, B12, B14,
dan Bl7 memiliki sifat respirasi anacrob,
sedangkan isolate B29 memiliki sifat
respirasi aerob. Isolate bakteri yang
diperoleh yang memiliki sifat aerob dan
anacrob dapat menghasilkan IAA. Isolate
bakieri B29 yang bersifat acrob seperti hasil
penelitian Hidayati (2014) yang memperoleh
5 (lima) bakteri endofit yang bersifat acrob
dan mampu menghasilkan IAA.

Uji motilitas memiliki tujuan untuk
mengamati pergerakan bakteri. Pergerakan
bakteri dapat discbabkan karena adanya
Nagel (gerak aktf). Hasil poszitil dapat dilihat
dari adanya pertumbuhan melebar pada
bekas tusukan isoclate di media

(Talaickhozani et al, 2015). Berdasarkan
pengamatan, semua isolate bakteri terpilih
memiliki pertumbuhan melebar di sekitar
bekas tusukan schingga semua bakteri
terpilih bersifat motil.

Uji katalase bertujuan untuk
mengamati kemampuan  bakteri dalam
menghasilkan enzim katalase yang dapat
memecah Hidrogen Peroksida (H20-) menjadi
air dan oksigen. Hasil positif ditandai dengan
adanya gelembung udara di sekitar isolate
scielah penambahan H:O. (Talaickhozani et
al, 2015). Semua isolate bakteri terpilih
menghasilkan gelembung udara  sctelah
perlakuan schingga semua bakteri terpilih
mampu menghasilkan enzim katalase.
Bakteri endofit penghasil IAA menunjukkan
hasil katalase positil yang artinya
menghasilkan enzim katalase, seperti hasil
pencliian Hidayati (2014) menunjukkan 5
(lima) bakteri endofit yang diperoleh
menunjukkan katalase positif.

Uji indol bertujuan untuk
menunjukkan bahwa bakteri mengandung
enzim triptofanase yang merupakan katalis
pengurai gugus indol yang  terkandung
dalam aszam amino itriptofan. Hasil positil
ditandai dengan adanya perubahan warna
reagen Kovac menjadi merah setelah
ditambahkan ke isolate bakteri
(Talaickhozani ef al, 2015). Berdasarkan
pengamatan, semua isolate bakteri terpilih
menghasilkan warna merah setelah
penambahan reagen Kovac, schingpa semua
izolate bakteri mengandung enzim
triptofanase. Uji Indol dapat digunakan
scbagai karakterisasi awal secara kualitatif
yang menunjukkan kemampuan bakteri
dalam menghasilkan 1AA. Hasil penelitian
menunjukkan 5 (lima) isolate bakteri yang
diperoleh memberikan hasil uji indol positif.

Uji TSIA bertujuan untuk
mengetahui  kemampuan  bakteri dalam
memfermentasikan  karbohidrat  (glukosa,
sukrosa, dan laktosa) (Talaickhozani et al,
2015). Berdasarkan pengamatan pada
media, isolate Bl2 tidak menyebabkan
perubahan warna, schingga isolate B12
tidak memiliki kemampuan
memfermentasikan karbohidrat. Sedangkan
isolate B11 dan B17, bagian permukaan

159



Hutapea, Suranto don Hidayat

media dan media bagian bawah berwarna
kuning, menunjukkan terjadinys fermentasi
laktosa dan sukrosa. Kemnudian pengamatan
pada media isolate Bl4 dan B29, bagian
permukaan media berwarna merah dan
media bagian bawah berwarna kuning,
menunjukkan terjadinya fermentasi
glukosa. Isolate bakteri B11, B14, B17, dan
B29 menunjukkan hasil positif pada
pengujian TSIA berarti mempunyai
kemampuan dalam memfermentasikan
karbohidrat, hal ini seperti hasil penelitian
Rini et. al (2020} yang memperoleh 10
bakteri penghasil IAA yang menunjukkan
hasil uji TSIA positif.

EESIMPULAN DAN SARAN

Hasil isolasi bakteri dari tanah
scekitaran tanaman karet, diperoleh 5 (lima)
isolate bakteri dengan kode B11, B12, B14,
B17, dan B29 yang mampu menghasilkan
IAA. Dari lima bakteri terpilih terscbut
diperoleh 3 (tiga) isolate bakteri penghasil
IAA tertinggi yaitu isolate B12, Bl4, dan
B29.

Saran untuk penelitian selanjutnya
yaitu perlu dilakukan peneliian lanjutan
untuk mengetahui efck pemberian isolate
pada planlet hasil microcutting tanaman
karet pada tahap induksi akar. Isolate
bakteri terpilih dapat dijadikan inokulan
sebagai PGPR untuk meningkatkan
pertumbuhan akar tanaman. Selain itu,
perlu dilakukan inkubasi lebih dari 72 jam
untuk melihat adanya peningkatan/
penurunan kadar IAA pada isolate B12, B14,
dan B29.
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