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ABSTRAK

OPTIMASI WAKTU INKUBASI DAN KADAR TRYPTOPHAN
TERHADAP PRODUKSI HORMON INDOLE ACETIC ACID (1AA)
ISOLAT Streptomyces hygroscopicus SUBSP. hygroscopicus STRAIN 118

Oleh
Mia Fitriani

Proses pertumbuhan tanaman memerlukan hormon, misalnya hormon auksin yang
berguna untuk mempercepat pertumbuhan suatu tanaman. Hormon auksin dapat
dihasilkan oleh tanaman itu sendiri dan makhluk hidup seperti Actinomycetes.
Actinomycetes merupakan jenis rizobakteri pemacu pertumbuhan tanaman yang
dapat mempengaruhi secara langsung dan tidak langsung proses pertumbuhan
tanaman. Salah satu spesies dari kelas Actinomycetes yang dapat menghasilkan
senyawa fitohormon IAA adalah Streptomyces hygroscopicus. Dalam
pertumbuhan, IAA dapat berperan dalam proses perkembangan tanaman,
pemanjangan akar, pucuk, dan pematangan buah. Penelitian ini dilakukan di
Laboratorium Mikrobiologi FMIPA Universitas Lampung dengan 2 tahap
penelitian.  Tahap pertama mengetahui waktu optimum inkubasi isolat
Streptomyces hygroscopicus dalam menghasilkan IAA dan tahap kedua
mengetahui pengaruh penambahan Tryptophan dalam menghasilkan [AA.
Pengukuran dilakukan pada hari inkubasi 4-11 dan penambahan Tryptophan yaitu
0 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL, 3 mg/mL, 4 mg/mL, 5 mg/mL, dan 6 mg/mL yang
masing-masing perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Parameter pada penelitian ini
adalah perubahan warna merah supernatan yang direaksikan dengan reagen
Salkowski, jika terdapat perubahan warna maka diukur menggunakan
spektrofotometer panjang gelombang 530 nm. Rancangan yang digunakan adalah
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dan hasil dianalisis menggunakan persamaan
regresi polinomial ortogonal. Kesimpulan dari penelitian ini diperoleh waktu
optimum inkubasi Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain 118
adalah hari ke-9 dengan konsentrasi IAA sebesar 14,3 ppm dan penambahan
Tryptophan optimum adalah 5 mg/mL dengan konsentrasi IAA sebesar 18,4 ppm.

Kata Kunci : Hormon auksin, Actinomycetes, Streptomyces hygroscopicus
Tryptophan.



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF INCUBATION TIME AND TRYPTOPHAN LEVELS
ON THE PRODUCTION OF THE INDOLE ACETIC ACID (1AA)
ISOLATE Streptomyces hygroscopicus SUBSP. hygroscopic STRAIN 118

By
Mia Fitriani

The process of plant growth requires hormones, such as the hormone auxin which
is useful for accelerating the growth of a plant. Auxin hormones can be produced
by plants themselves and living things such as Actinomycetes. Actinomycetes is a
type of plant growth-promoting rhizobacteria that can directly and indirectly affect
plant growth processes. One of the species from the Actinomycetes class that can
produce IAA phytohormones is Streptomyces hygroscopicus. In growth, IAA can
play arole in the process of plant development, elongation of roots, shoots, and fruit
ripening. This research was conducted at the Laboratory of Microbiology FMIPA
University of Lampung with 2 stages of research. The first stage is to determine the
optimum incubation time is Streptomyces hygroscopicus in producing IAA and the
second stage is to determine the effect of the addition of Tryptophan in producing
IAA. Measurements were made on incubation days 4-11 and the addition of
Tryptophan was 0 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL, 3 mg/mL, 4 mg/mL, 5 mg/mL and
6 mg/mL, each treatment was repeated 3 times. The parameter in this study is the
red color change of the supernatant which is reacted with Salkowski's reagent, if
there is a color change then it is measured using a spectrophotometer with a
wavelength of 530 nm. The design used was Completely Randomized Design
(CRD) and the results of the analysis used orthogonal polynomial regression
equations. The conclusion of this research is that the optimum incubation time of
Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain 118 was the 9th day with
IAA concentration of 14.3 ppm and the optimum addition of Tryptophan was 5
mg/mL with IAA concentration of 18.4 ppm.

Keywords: Auxin hormone, Actinomycetes, Streptomyces hygroscopicus
Tryptophan.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Hormon tumbuhan diperlukan sebagai pembawa pesan kimiawi yang dapat
mempengaruhi kemampuan tumbuhan untuk merespons lingkungan dan
mempercepat pertumbuhan suatu tanaman. Salah satu fitohormon yang
diperlukan dalam pertumbuhan tanaman adalah hormon auksin. Turunan
auksin antara lain adalah Indole Acetic Acid (IAA) yang merupakan auksin
alami, sedangkan auksin sintetis antara lain adalah Naphthaleneacetic acid
(NAA), Indole-3-butyric acid (IBA), 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid,
Dicamba, Picloram, Trichlorophenoxyacetic acid. Hormon Indole Acetic
Acid (IAA) dapat dihasilkan oleh tanaman itu sendiri yaitu di jaringan
meristematik seperti diujung akar dan tunas. Jumlah IAA yang dihasilkan
oleh tanaman sedikit, sehingga perlu tambahan dari luar yang dihasilkan

oleh suatu mikroorganisme.

Hormon IAA ini merupakan kelompok auksin utama yang berfungsi sebagai
molekul sinyal penting dalam pengaturan perkembangan tanaman,
pemanjangan akar dan mengaktivasi enzim (Ryu dan Patten, 2008). 1AA
berpengaruh besar pada perkembangan tanaman dengan meningkatkan
serapan hara dengan produksi akar yang lebih panjang dan meningkatkan
jumlah rambut akar lateral (Panigrahi et al., 2019). Fitohormon IAA yang
diperlukan oleh tanaman dapat dihasilkan oleh bakteri rizosfer. Bakteri
rizosfer adalah bakteri yang terdapat pada daerah perakaran dan dapat

mempengaruhi pertumbuhan tanaman secara langsung dan tidak langsung,



bakteri rizosfer biasanya merupakan PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) (Ryu & Patten, 2008). Strain PGPR yang diketahui
menghasilkan auksin antara lain Actinomycetes, Azospirillum, Rhizobium,
Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Kocuria, dan Enterobacter
(Couillerot et al., 2013).

Salah satu genus Actinomycetes yaitu Streptomyces yang berpotensi
menghasilkan fitohormon jenis IAA. Pada penelitian Vejan et al. (2016)
diketahui bahwa Streptomyces memiliki kemampuan untuk mensintesis
molekul IAA yang dapat langsung membantu tanaman inang untuk
pertumbuhan dan diferensiasi. Pada penelitian De Fretes et al. (2015)
dijelaskan bahwa isolat Streptomyces sp. mampu menghasilkan IAA dan
dapat dimanfaatkan sebagai agen biostimulant (senyawa organik alami)
yang dapat meningkatkan pertumbuhan dan meningkatkan respon tanaman

terhadap cekaman.

Menurut penelitian Khamna et al. (2010) bahwa bakteri jenis Streptomyces
sp. terdapat di tanah rizosfer dapat menjadi sumber penghasil hormon IAA.
Produksi hormon IAA biasanya dipengaruhi oleh penambahan prekursor
berupa Tryptophan pada media pertumbuhan. Pada penelitian Goudjal et al.
(2013) menyatakan bahwa waktu inkubasi dan konsentrasi Tryptophan
berpengaruh dalam menghasilkan IAA. Pada penelitian tersebut diketahui
waktu inkubasi tertinggi pada hari ke-8 dan konsentrasi Tryptophan paling
baik dalam menghasilkan IAA adalah 5 mg/mL. Pada penelitian De Fretes
et al. (2015) hasil terbaik terdapat pada waktu inkubasi hari ke-5 dan hasil
konsentrasi Tryptophan maximum dalam menghasilkan IAA isolat
Streptomyces MSI yaitu 2 mg/mL, sedangkan isolat Streptomyces BR27
adalah 1 mg/mL.

Informasi terkait waktu inkubasi dan penambahan kadar Tryptophan
optimum dalam menghasilkan IAA oleh isolat Streptomyces hygroscopicus

subsp. hygroscopicus strain 118 belum diketahui. Oleh karena itu, penelitian



ini dilakukan untuk mengetahui apakah isolat Streptomyces hygroscopicus
subsp. hygroscopicus strain 118 mampu menghasilkan hormon IAA dengan
waktu optimum inkubasi dan penambahan kadar Tryptophan yang dapat
membantu tanaman dalam pertumbuhan. Berdasarkan latar belakang
tersebut maka penelitian produksi IAA isolat Streptomyces hygroscopicus
subsp. hygroscopicus strain 118 ini perlu dilakukan.

1.2. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini sebagai berikut:

1. Mengetahui waktu optimum inkubasi isolat Streptomyces hygroscopicus
subsp. hygroscopicus strain 118 dalam menghasilkan hormon IAA.

2. Mengetahui kadar Tryptophan optimum dalam menghasilkan IAA isolat

Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain 118.

1.3. Manfaat Penelitian

1.4.

Adapun manfaat dari penelitian ini yaitu mengetahui bahwa bakteri
Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain 118 dapat
menghasilkan hormon 1AA yang berguna untuk pertumbuhan tanaman
seperti membantu proses pemanjangan akar, meningkatkan kesuburan tanah
sehingga dapat dimanfaatkan oleh petani dalam meningkatkan hasil

pertanian.

Kerangka Pikir

Proses pertumbuhan tanaman memerlukan hormon, misalnya hormon
auksin yang berguna untuk mempercepat pertumbuhan suatu tanaman.
Hormon auksin dapat dihasilkan oleh tanaman itu sendiri, dan makhluk
hidup seperti Actinomycetes. Actinomycetes merupakan jenis rizobakteri
pemacu pertumbuhan. Actinomycetes dapat menghasilkan fitohormon I1AA,

hormon IAA berperan dalam proses perkembangan tanaman, seperti



perkembangan akar, pucuk, perkembangan buah dan proses pematangan.
Produksi IAA oleh bakteri bervariasi, dapat dipengaruhi oleh waktu

inkubasi, ketersediaan asam amino dan sumber N lainnya.

Waktu inkubasi dapat mempengaruhi kadar IAA yang dihasilkan karena
konsentrasi IAA akan meningkat seiring dengan umur kultur sel
mikroorganisme hingga memasuki fase stasioner. Pada fase awal
eksponensial produksi IAA masih sedikit, hal ini dipengaruhi oleh
kandungan enzim-enzim yang berperan dalam proses sintesis Tryptophan
menjadi IAA masih rendah. Produksi hormon IAA paling optimal yaitu
pada fase stasioner, karena enzim-enzim yang berperan dalam biokonversi
Tryptophan menjadi hormon IAA telah terbentuk. Enzim yang berperan
yaitu Tryptophan monooksigenase, indole 3 acetamid hydrolase, amino
transferase, indole-3-piruvat dekarboksilase, indole-3-acetaldehide
dehydrogenase, Tryptophan dexarboxylase, amine-oxidase dan Nitrilase.
Enzim-enzim tersebut juga aktif sejalan dengan laju metabolisme bakteri.
Penurunan produksi hormon IAA yaitu pada saat memasuki fase kematian
karena terjadi kerusakan beberapa enzim akibat penumpukan sisa
metabolisme dan menurunnya sumber karbon yang terkandung pada media
pertumbuhan, sumber karbon digunakan mikroorganisme untuk memenuhi

kebutuhan nutrisi bagi metabolisme sel.

Kemampuan bakteri dalam memanfaatkan nutrisi berbeda-beda,
penggunaan nutrisi oleh bakteri tergantung aktivitas metabolisme yang
dilakukan. Bakteri mampu mengurai dan menggunakan nutrisi yang
kompleks seperti karbohidrat, protein, lemak, dan asam amino. Dalam
menghasilkan IAA, bakteri menggunakan asam amino Tryptophan yang
terdapat pada media pertumbuhan kemudian disintesis menjadi IAA. Kadar
Tryptophan pada media dapat mempengaruhi bakteri dalam menghasilkan
IAA, karena jumlah bakteri yang terdapat di media hanya menghasilkan sisi
aktif enzim berbanding lurus dengan jumlah bakteri. Pertumbuhan sel yang



cepat menyebabkan sintesis hormon IAA menjadi lebih tinggi, sehingga
hormon IAA yang dihasilkan lebih besar.

1.5. Hipotesis Penelitian

Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Diketahui waktu optimum inkubasi isolat Streptomyces hygroscopicus
subsp. hygroscopicus strain 118 dalam menghasilkan hormon 1AA.

2. Diketahui kadar Tryptophan optimum dalam menghasilkan hormon

IAA isolat Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR)

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) adalah rhizobakteri yang
dapat memacu pertumbuhan tanaman, terdapat di daerah akar tanaman atau
di dalam jaringan tanaman. Rizobakteri merupakan bakteri tanah yang
terdapat pada permukaan akar, dapat memacu pertumbuhan dan
perkembangan tanaman secara langsung dan tidak langsung.

Pengaruh secara langsung yaitu membantu perolehan sumber daya seperti
nitrogen, fosfor, mineral esensial dan menghasilkan hormon tanaman.
Sedangkan secara tidak langsung yaitu dapat mengurangi efek
penghambatan berbagai patogen pada pertumbuhan dan perkembangan
tanaman dalam bentuk agen biokontrol (Ahemad & Kibret, 2014). PGPR
sebagai agen biokontrol karena dapat mengurangi tingkat penggunaan bahan
kimia pertanian. Strain PGPR dapat melindungi dari penyakit tanaman
sehingga PGPR merupakan aplikasi praktis yang dapat digunakan dalam
bidang pertanian dan hortikultura (Kloepper et al., 2004). Penggunaan
PGPR adalah alternatif untuk mengatasi masalah yang disebabkan oleh efek

samping pemakaian bahan kimia (Shailendra Singh, 2015).

Rizobakteri mampu merangsang pertumbuhan tanaman melalui berbagai
mekanisme misalnya perbaikan nutrisi tanaman, produksi, regulasi
fitohormon, dan penekanan organisme penyebab penyakit. Pada penelitian
Yousef (2018) didapatkan hasil bahwa pupuk hayati alternatif yang baik dan
dapat digunakan sebagai pupuk yang aman, ramah lingkungan serta dapat

digunakan sebagai bioinokulan untuk mendorong pertumbuhan dan



perkembangan tanaman di bawah tekanan. Bakteri juga memiliki potensi
penghasil IAA dalam kondisi salinitas, yang dapat menstimulasi

pertumbuhan tanaman.

Rizobakteri pemacu pertumbuhan tanaman dapat diklasifikasikan menjadi
Ekstraseluler Plant Growth Promoter Rhizobacteria disebut dengan istilah
EPGPR dan Intraseluler Plant Growth Promoter Rhizobacteria disebut
dengan istilah IPGPR (Martinez-Viveros et al., 2010). EPGPR terdapat di
rizosfer, di rhizoplane, atau di ruang antar sel-sel korteks akar, sementara
IPGPR umumnya berada di dalam struktur nodul khusus sel akar. Bakteri
yang termasuk dalam EPGPR adalah Streptomyces, Agrobacterium,
Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcous,
Pseudomonas dan Serratia. Sedangkan bakteri yang termasuk dalam IPGPR
adalah keluarga Rhizobiaceae, Allorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium dan Rhizobium (Shailendra Singh, 2015).

2.2. Actinomycetes

Actinomycetes termasuk rizobakteri Gram positif, berbentuk batang, tidak
tahan asam, bersifat anaerob fakultatif, dan memiliki filamen berupa hifa
dan miselium. Ciri morfologi yang membedakan Actinomycetes dengan
bakteri lain yaitu pertumbuhan koloni melekat erat pada permukaan agar.
Dalam pengamatan secara makroskopik (langsung), bakteri diamati lebih
berlendir jika dibandingkan dengan Actinomycetes, sedangkan pada jamur
terlihat memiliki benang-benang. Ukuran koloni Actinomycetes relatif

lebih kecil daripada koloni jamur (Shariffah-Muzaimah et al., 2015).

Koloni Actinomycetes yang ditumbuhkan pada media agar dapat
menyerupai koloni bakteri dan jamur. Beberapa actinomycetes memiliki
morfologi koloni filamentous dengan hifa berfilamen seperti jamur, tetapi
terdapat pula koloni Actinomycetes dengan tekstur seperti bubuk mirip

dengan morfologi koloni bakteri (Arifuzzaman et al., 2010). Actinomycetes



memiliki variasi dalam bentuk, elevasi, opasitas, margin, warna, dan ukuran.
Actinomycetes dapat ditemukan di daratan maupun perairan, seperti hutan
tropis, hutan mangrove, dan laut. Actinomycetes dapat diisolasi dari tanah,
air, maupun sedimen. Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi
pertumbuhan dari Actinomycetes adalah ketersediaan nutrisi, temperatur
tanah, pH, dan kelembaban (Wulandari dan Sulistyani, 2016).

Faktor pertumbuhan salah satunya yaitu ketersediaan nutrisi pada media
pertumbuhan, media pertumbuhan mengandung nutrisi yang berbeda-beda
sehingga dapat berpengaruh pada pigmen bakteri yang ditumbuhkan
(Nanjwade et al., 2010). Kebutuhan nutrisi yang dibutuhkan pada
pertumbuhan bakteri adalah karbon (C), nitrogen (N), fosfor (P), sulfur (S),
kalium (K), magnesium (Mg), kalsium (Ca), natrium (Na) dan besi (Fe),
serta mikronutrien yang dibutuhkan yaitu tembaga (Cu), mangan (Mn), seng
(Zn), nikel (Ni), molibdenum (Mo), dan kobalt (Co). Media pertumbuhan
untuk jenis Actinomycetes harus mengandung karbon dan nitrogen lebih
banyak dibanding dengan media pertumbuhan untuk jenis bakteri lain
(Wulandari dan Sulistyani, 2016). Pada penelitian Gozari (2016)
menyatakan bahwa Actinomycetes lebih banyak tumbuh pada media Starch
Nitrate Agar, karena pada media tersebut banyak mengandung pati dan
nitrat sehingga dapat digunakan sebagai sumber karbon dan nitrogen isolat
tersebut (Ghanem et al., 2000). Pada bidang pertanian Actinomycetes
merupakan salah satu bakteri yang berperan penting dalam pertumbuhan
tanaman, Actinomycetes diketahui dapat meningkatan jumlah bintil, berat
pucuk, hasil produksi serta sebagai biokontrol pada tanaman buncis
(Sreevidya et al., 2016)

Peran Actinomycetes sebagai biokontrol salah satunya dapat menghambat
penyakit patogen pada nanas yaitu Dickeya Zeae. Hasil isolasi dari tanah
perkebunan nanas diperoleh 45 isolat Actinomycetes, 34 isolat
Actinomycetes menunjukkan daya hambat terhadap penyakit patogen pada

nanas dan 14 isolat Actinomycetes memiliki zona yang lebih besar dari



kontrol positif (Aeny et al., 2018). Dalam penelitian Gurung (2009)
didapatkan hasil isolasi dari tanah kering di daerah pegunungan Everest
sebanyak 79 strain Actinomycetes. Velmurugan (2015) menjelaskan bahwa
hasil isolasi didapatkan 56 strain Actinomycetes dari sedimen tambak udang
di India. Populasi Actinomycetes yang menyebar di berbagai habitat
misalnya di tanah, air tawar, air laut, dan ekosistem mangrove sehingga

dapat mudah diisolasi dan dimanfaatkan (Sengupta et al., 2015).

2.2.1. Streptomyces

Tanah memiliki nilai produktivitas yang tinggi karena terdiri dari
berbagai macam organisme hidup didalamnya. Jenis
mikroorganisme yang paling mendominasi di dalam tanah adalah
Streptomyces. Streptomyces adalah prokariot yang merupakan salah
satu genus dari kelas Actinomycetes (Owaga E.E, 2009). Strain
Streptomyces tumbuh dengan baik pada suhu 20°C- 40°C, pH basa
dan konsentrasi garam sampai dengan kadar 8%. Distribusi
Streptomyces sp. di ekosistem beragam dikarenakan kemampuan
beradaptasi di berbagai kondisi lingkungan, sehingga mampu
bertahan hidup pada suhu tinggi, tanah asin dan pH basa (Sreevidya
et al., 2016). Sifat fisiologis dari strain Streptomyces yaitu mampu
memproduksi enzim arginin dihidrolase, urease, protease, -
glukosidase dan B-galaktosidase (Nurkanto & Agusta, 2015).
Streptomyces juga berpotensi sebagai penghasil biosurfaktan, dan
memiliki aktivitas antimikroba yang diisolasi dari rizosfer daerah

lumpur sidoarjo (Arifiyanto et al., 2020).
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Menurut Kdmpfer (2006) klasifikasi Streptomyces adalah sebagai
berikut :
Kingdom  : Bacteria

Phyllum : Actinobacteria
Class : Actinomycetes
Order . Actinomycetales
Family . Streptomycetaceae
Genus . Streptomyces
Spesies : Streptomyces sp.

2.1.2. Streptomyces hygroscopicus Subsp. hygroscopicus Strain 118

Gambar 1. Isolat Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus
strain 118 inkubasi 14 hari (Aeny et al., 2018).

Koloni isolat Streptomyces hygroscopicus berbentuk bulat dengan
permukaan bertepung, memiliki bagian tepi yang bening dan melekat
erat pada permukaan media. Streptomyces hygroscopicus yang telah
diidentifikasi menggunakan mikroskop elektron memiliki bentuk
spora bervariasi dari melingkar ke ellipsoidal, dan permukaan spora
beraneka ragam dari yang halus sampai bertekstur tepung kasar
(Aeny et al., 2018).



11

—_————ww =

Gambar 2. Isolat Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus
strain 118 di bawah pemindaian mikroskop elektron
pada perbesaran 5000x (Aeny et al., 2018).

Penelitian ini menggunakan isolat Actinomycetes jenis Streptomyces
hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain 118, dilaporkan bahwa
isolat tersebut berpotensi sebagai agen biokontrol Dickeya zeae yang
menyebabkan penyakit busuk lunak pada nanas. Isolat Streptomyces
hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain 118 diperoleh dari proses
isolasi bakteri tanah dari empat lokasi perkebunan nanas yang ada di
Lampung, yaitu Terbanggi Besar (Lampung Tengah), Way Jepara
(Lampung Timur), Astomulyo-Punggur (Lampung Tengah), dan
Mulyajaya Tulang Bawang Tengah (Tulang Bawang Barat) (Aeny et
al. 2018).

Isolat Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain 118
merupakan hasil isolasi di salah satu jenis tanah perkebunan nanas,
jenis tanah perkebunan nanas terbanggi besar Lampung Tengah
merupakan jenis tanah ultisol (Mahfut dkk., 2015). Sebaran jenis
tanah ultisol sangat luas, meliputi hampir 25% dari total daratan
Indonesia. Sifat-sifat tanah ultisol dapat menghambat pertumbuhan
tanaman, diantaranya yaitu kondisi tanah yang masam, tekstur tanah
liat berpasir, kandungan bahan organik rendah, dan kejenuhan
aluminium yang tinggi (Nurul dkk., 2006).
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2.3. Fitohormon

2.3.1. Pengertian Fitohormon

Fitohormon (phytohormone) berasal dari bahasa Yunani yaitu
“phytoes” yang artinya tanaman dan “hormaein” yang artinya zat
perangsang. Jadi fitohormon dapat didefinisikan sebagai zat-zat yang
dapat merangsang pertumbuhan dan mengatur proses fisiologi
tanaman. Fitohormon (hormon tumbuh tanaman) sangat penting
untuk membantu mempercepat pertumbuhan dan perkembangan
tanaman (Sukmadi et al., 2013).

2.3.2. Hormon Auksin

mCOOH
N

H

Gambar 3. Struktur IAA (Kholida dan Zulaika, 2015)

IAA adalah fitohormon yang berada di bawah kelompok auksin dan
membantu dalam meningkatkan pertumbuhan tanaman dengan
merangsang pemanjangan sel, inisiasi akar, perkecambahan biji dan
pertumbuhan bibit. Pada penelitian Sreevidya et al., (2016)
menyatakan bahwa isolat Streptomyces sp. berfungsi sebagai agen
biokontrol dan dapat menghasilkan Indole Acetic Acid (IAA). Pada
penelitian ini didapatkan bahwa salah satu Streptomyces sp. dapat
meningkatkan panjang pucuk, akar dan meningkatan jumlah nodul

dalam pertumbuhan bibit kacang Arab.

Dalam menghasilkan 1AA, Actinomycetes memiliki kemampuan yang
berbeda-beda. Actinomycetes menghasilkan auksin dengan adanya

prekursor seperti Tryptophan. Kadar Tryptophan yang tinggi akan
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terdapat dalam eksudat akar dari tumbuhan tersebut sehingga dapat
meningkatkan biosintesis IAA oleh Actinomycetes (Ryu dan Patten,
2008).

Dalam pertumbuhan tanaman terdapat beberapa faktor yang dapat
mengendalikan perkecambahan dan dormansi benih, termasuk hormon
tumbuhan yang dihasilkan oleh bakteri tumbuhan dan tanah. Interaksi
antara hormon tumbuhan dan gen tumbuhan mempengaruhi
perkecambahan biji. Perkecambahan biji dikendalikan oleh sejumlah
mekanisme yang diperlukan untuk pertumbuhan dan perkembangan
embrio, yang akhirnya menghasilkan produksi tanaman baru
(Miransari dan Smith, 2014). Konsentrasi IAA meningkat seiring
dengan umur kultur sampai bakteri mencapai fase stasioner, respons
tanaman terhadap 1AA yang dihasilkan mikroba berbeda-beda
bergantung pada spesies tanaman dan konsentrasi IAA yang
dilepaskan. Pertumbuhan sistem perakaran inang distimulasi oleh
bakteri yang memproduksi IAA. Keuntungan dari asosiasi tanaman
dengan bakteri adalah mensuplai sebanyak produk metabolit fiksasi
karbon oleh tumbuhan ke rizosfer sebagai eksudat (Patten and Glick,
2002).

Auksin terbagi menjadi beberapa jenis antara lain : Indole Acetic Acid
(IAA), Indole Butyric Acid (IBA), a Naphtaleneacetic Acid (NAA),
dan 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D). Auksin yang dihasilkan
didalam tumbuhan disebut endogenous, di dalam tumbuhan IAA
diproduksi dalam jaringan meristematik yang aktif, misalnya
dihasilkan pada tunas apikal dan ujung akar. Sedangkan jenis auksin
IBA dan NAA merupakan auksin sintetis (Arimarsetiowati &
Ardiyani, 2012).
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2.4. Tryptophan sebagai Prekursor I1AA

CH; ==CH == COOH
| \ NH:

Gambar 4. Struktur Tryptophan

Tryptophan secara fisiologis merupakan prekursor biosintesis auksin pada
tumbuhan tingkat tinggi dan mikroorganisme. Eksudat akar merupakan
sumber utama Tryptophan di dalam tanah. Tryptophan yang ada di rizosfer
memiliki peran penting dalam pertumbuhan dan perkembangan akar
tanaman serta hasil panen. Tryptophan adalah prekursor produksi IAA di
tanaman dan mikroorganisme. Media produksi yang ditambahkan
Tryptophan dan direaksikan dengan reagen Salkowski menghasilkan warna
merah muda hingga merah, menunjukkan jumlah IAA yang dihasilkan
berbeda-beda setiap isolat, sehingga dapat disimpulkan bahwa produksi
auksin tergantung pada karakteristik fenotip mikroorganisme, pertumbuhan
bakteri, aktivasi metabolik, ekspresi gen yang mengkode enzim pada proses
biosintesis IAA, konstanta sintetik dan media pertumbuhan bakteri (Etesami
et al., 2009).

Kadar Tryptophan yang tinggi dalam eksudat akar dapat dipengaruhi oleh
varietas atau spesies tanaman yang berbeda, sehingga dapat mendukung
aktivitas mikroorganisme untuk produksi IAA. Pada penelitian Khamna et
al., (2010) didapatkan bahwa isolat Streptomyces yang diisolasi dari tanah
C. citratus rhizosphere menunjukkan kemampuan yang tinggi dalam

menghasilkan I1AA.
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2.4.1 Jalur Biosintesis IAA dengan Tryptophan sebagai Prekursor
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(OOH
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Gambar 5. Jalur biosintesis IAA (Danapriatna, 2014).

Pada proses biosintesis IAA memiliki empat jalur yang dijelaskan oleh
Danapriatna (2014) sebagai berikut :

1. Jalur Indole-3-acetamide (IAM) merupakan jalur terbaik yang terdapat
pada bakteri. Terdapat 2 jalur yaitu pertama Tryptophan dikonversikan
menjadi IAM oleh enzim Tryptophan-2-monooxygenase (laaM), dikode
oleh gen iaaM. Tahap kedua adalah mengkonversi IAM menjadi IAA
dengan bantuan enzim IAM hydrolase (laaH), dikode oleh gen iaaH.

2. Jalur Indole-3-pyruvate (IPyA) adalah jalur utama untuk biosintesis IAA
pada tanaman, tetapi melalui jalur IPyA terjadi juga pada bakteri. Tahap

pertama pada jalur ini adalah konversi dari Tryptophan menjadi IPyA
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oleh aminotransferase (transamination). Tahap kedua yaitu IPyA
mengalami dekarboksilasi menjadi indole-3-acetaldehyde (IAAId) oleh
indole-3-pyruvate decarboxylase (ipdC). Langkah terakhir adalah IAAIld
dioksidasi menjadi IAA.

3. Jalur Tryptamine terdapat pada bakteri, diawali dengan proses
dekarboksilasi Tryptophan menjadi tryptamine (TAM). Kemudian TAM
secara langsung dikonversi menjadi IAA oleh amine oxidase.

4. Pada jalur Indole-3-acetonitrile (IAN) yaitu Tryptophan dikonversi
menjadi IAN (Indole-3-acetonitrile ), kemudian IAN dikonversi menjadi
IAA dengan bantuan enzim Nitrilase hydratase .

2.5. Reaksi IAA dan Salkowski

Reaksi kimia antara besi (I11) dengan Indole-3-Acetic Acid (IAA)
menghasilkan ikatan kompeks [Fe2(OH)2(1A)4] yang mengakibatkan
perubahan warna menjadi merah muda hingga merah. Perubahan warna
tersebut diakibatkan karena adanya interaksi antara IAA dengan Fe sehingga

elektron bebas dari ligan mengisi orbital d yang terdapat di Fe®*.

Gambar 6. Struktur kompleks Fe dengan Indole 3 Acetate [Fe2 (OH)2 (1A)4]
(Kovécs et al., 2006).



I11. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

3.2.

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari sampai dengan April 2021, di
Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Iimu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung. Pengukuran kandungan IAA
dilakukan di Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (LTSIT)

Universitas Lampung.

Alat dan Bahan Penelitian

Adapun alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah laminar air flow,
autoklaf, botol gelap, tabung reaksi, beaker glass, volumetri 1 mL dan 25
mL, bola hisap, rak tabung, Erlenmeyer 50 mL dan 250 mL, sumbat, kertas
label, spektrofotometer, bunsen, timbangan analitik, tisu, masker, sarung
tangan, jarum ose, spatula, oven, hot plate, magnetic stirrer, pipet tetes,

mikrotip, mikroskop.

Bahan- bahan yang digunakan dalam uji Kualitatif : Tryptophan, auksin
jenis IAA, media ISP 4 (International Streptomyces Project 4) yang terdiri
dari Starch soluble, K;HPOa, (NH4)2SO4, CaCos, Agar, reagen Salkowski
(H2S04 pekat 150 mL, akuades 250 mL, dan Feclz 6H20 7,5 mL (dibuat
dengan FeCls.6H20 10,65 gram, HNOs 2 mL, akuades 100 mL) (Sari et al.,
2014).
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3.3. Rancangan Percobaan

Produksi IAA isolat Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus
strain 118 dilakukan dengan 2 tahap penelitian, tahap pertama yaitu
menentukan waktu optimasi produksi hormon IAA dan tahap kedua yaitu
menentukan penambahan Tryptophan optimum pada media produksi IAA.
Tahap pertama yaitu pembuatan starter yang diinkubasi pada shaker
incubator selama 7 hari. Kemudian media ISP 4 cair dibuat untuk produksi
IAA dengan ditambahkan 2 mg/mL Tryptophan. Media produksi pada
inkubasi hari ke-4 sampai dengan 11 direaksikan dengan reagen Salkowski

dan diukur pada spektrofotometer dengan panjang gelombang 530 nm.

Tahap kedua pada penelitian ini yaitu perlakuan penambahan Tryptophan
pada media produksi dengan konsentrasi 0 mg/mL, 1 mg/mL,

2 mg/mL, 3 mg/mL, 4 mg/mL, 5 mg/mL, 6 mg/mL. Media produksi ISP 4
tersebut dimasukan starter perbandingan 1:10 (1 mL starter : 10 mL media)
dan diinkubasi dengan waktu optimum yang telah diketahui. Media
produksi yang telah diinkubasi disentrifugasi dan direaksikan dengan reagen
Salkowski. Untuk mengetahui kadar IAA diukur menggunakan

spektrofotometer dengan panjang gelombang 530 nm.

Metode yang digunakan dalam penelitian produksi IAA isolat Streptomyces
hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain 118 yaitu metode kuantitatif dan
penelitian dirancang menggunakan rancangan acak lingkungan (RAL).
Masing-masing perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Media produksi yang
digunakan adalah media ISP 4 cair (International Streptomyces Project 4)
dan diatur pHnya menjadi 6. Indikator yang dilihat yaitu terjadi perubahan
warna pada media produksi setelah direaksikan dengan reagen Salkowski,

perubahan warna media menjadi merah muda hingga merah.



Tabel 1. Tata letak percobaan untuk menentukan waktu optimum inkubasi
isolat Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus
strain 118 dalam menghasilkan IAA.

141 l6-1 lg-3 l10-3 I5-1 17-3
Is-3 l11-1 lo-1 l6-2 17-1 l6-3
17-2 Ig-1 l10-1 Is-2 Ig-2 lo-2
l11-2 l10-2 l11-3 l4-3 lo-3 l4-2
Keterangan:

l4 . Inkubasi Hari 4

1s . Inkubasi Hari 5

1s . Inkubasi Hari 6

17 : Inkubasi Hari 7

1s . Inkubasi Hari 8

1o . Inkubasi Hari 9

110 : Inkubasi Hari 10

110 . Inkubasi Hari 11

1-3  :Ulangan ke-1 sampai ke-3

Tabel 2. Tata letak percobaan penambahan Tryptophan isolat

Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain 118
dalam menghasilkan IAA.

Toa T1-1 Ts-3 To-3 Ts-1 Ti-3 Ts-2
Ts-1 T2-1 Ta-1 T1-2 T2-2 Te-1 Ta-3
Te-2 Ts-3 T2-3 Ts-2 Ts-2 To-2 Te-3
Keterangan :

To : Tanpa penambahan Tryptophan

T1 : Penambahan Tryptophan 1 mg/mL

T2 : Penambahan Tryptophan 2 mg/mL

Ts : Penambahan Tryptophan 3 mg/mL

T4 : Penambahan Tryptophan 4 mg/mL

Ts : Penambahan Tryptophan 5 mg/mL

Te : Penambahan Tryptophan 6 mg/mL

1-3 :Ulangan ke-1 sampai ke-3
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3.4. Prosedur Kerja

3.4.1. Pembuatan Kurva Standar Indole Acetic Acid (IAA)

Pembuatan kurva standar Indole Acetic Acid (IAA) dengan cara
membuat larutan induk dengan konsentrasi 100 ppm. 1AA
ditimbang sebanyak 0,01 gram dan dilarutkan dalam 100 mL
metanol. Larutan IAA tersebut masing-masing dimasukkan ke
dalam tabung reaksi sebanyak 50 pL (5 ppm), 100 pL (10 ppm), 150
pL (15 ppm), 200 pL (20 ppm), 250 pL (25 ppm), 300 pL (30 ppm),
350 pL (35 ppm), dan 400 pL (40 ppm). Masing-masing
ditambahkan metanol hingga volume larutan menjadi 1000 pL,
kemudian ditambahkan reagen Salkowski sebanyak 2 mL pada setiap
tabung reaksi dan diinkubasi selama 60 menit di suhu ruang (28°C-
30°C) pada kondisi gelap. Setelah diinkubasi dilihat perubahan
warna larutan menjadi merah muda hingga merah. Larutan standar
IAA diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer dengan

panjang gelombang 530 nm (Astriani et al., 2014).

Kurva standar I1AA dibuat untuk memperoleh suatu persamaan
regresi linear yang digunakan untuk menghitung konsentrasi IAA
yang dihasilkan oleh isolat Streptomyces hygroscopicus subsp.
hygroscopicus strain 118. Kurva standar IAA yang dibuat
menunjukan hubungan antara larutan standar IAA (x) dan
absorbansinya (y). Konsentrasi IAA diperoleh menggunakan

persamaan regresi sebagai berikut:

y =a+bx

Keterangan :

a = Intercept

b = slope

y = Absorbansi
x = Konsentrasi
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Konsentrasi IAA dapat dihitung dengan mengganti peubah y pada
persamaan regresi kurva standar IAA sintetik dengan hasil
pengukuran absorbansi supernatan yang telah direaksikan dengan

reagen Salkowski.

3.4.2. Produksi IAA Isolat Streptomyces hygroscopicus Subsp.
hygroscopicus Strain 118

3.4.2.1. Pembuatan Media

Media yang digunakan dalam peremajaan inokulum bakteri
adalah ISP 4 padat dan untuk produksi IAA menggunakan media
ISP 4 cair. Adapun pembuatan media ISP 4 padat yaitu dengan
bahan bahan Starch soluble 10 gram, KoHPO4 1 gram,
MgSQO4.7H20 1 gram, NaCl 1 gram, (NH4)2S04 2 gram, CaCO3 2
gram, agar 20 gram, akuades 1 liter. Bahan-bahan tersebut
dimasukan ke dalam beaker glass dan di dihomogenkan di hot
plate, kemudian media tersebut dimasukan Erlenmeyer steril dan

dilakukan sterilisasi di autoklaf selama 15 menit.

3.4.2.2. Peremajaan Inokulum Bakteri

Media ISP 4 padat dituang ke dalam cawan petri sebanyak 15-20
mL dan ditunggu hingga memadat. Isolat Streptomyces
hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain 118 dikultur dengan
menggunakan media ISP 4 padat dengan cara isolat Streptomyces
hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain 118 diambil 1 ose dan
diinokulasikan dengan metode streak kuadran ke dalam media
ISP 4 yang telah di plating. Kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 1-7 hari.
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3.4.2.3. Pembuatan Starter Inokulum Bakteri

Pembuatan starter isolat Streptomyces hygroscopicus subsp.
hygroscopicus strain 118 dengan cara memasukan 1 ose isolat
ke dalam media ISP 4 cair dan diinkubasi selama 7 hari pada
shaker incubator dengan kecepatan 150 rpm pada suhu ruang
(28°C-30°C).

3.4.2.4. Produksi IAA untuk Menentukan Waktu Optimum Inkubasi
Isolat Streptomyces hygroscopicus Subsp. hygroscopicus Strain
118.

Media ISP 4 cair dibuat dengan penambahan Tryptophan sebagai
prekursor, media produksi IAA ditambahkan Tryptophan
sebanyak 2 mg/mL dengan pH yang diatur menjadi 6. Starter
isolat Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain
118 yang telah diinkubasi, dimasukan ke dalam media yang telah
dibuat dengan perbandingan 2 : 20 (2 mL starter : 20 mL media).
Kemudian diinkubasi pada shaker incubator dengan kecepatan
150 rpm kondisi gelap pada suhu ruang (28°C-30°C).

Pengukuran kadar 1AA dilakukan pada hari ke-4 sampai 11,
dengan cara mengambil media produksi sebanyak 2 mL dan
sentrifugasi kecepatan 8000 rpm dengan waktu 10 menit untuk
memisahkan supernatan dan pelet (Larosa et al., 2013).
Supernatan yang telah terpisah diambil 1 ml dan direaksikan
dengan 2 mL reagen Salkowski, kemudian diinkubasi selama 60
menit pada suhu ruang (28°C-30°C) dan kondisi gelap. Dilihat
perubahan warna yang terjadi, jika terjadi perubahan warna
menjadi merah muda hingga merah dapat disimpulkan bahwa
isolat dapat memproduksi hormon 1AA dan dilakukan
pengukuran absorbansinya menggunakan spektrofotometer

dengan panjang gelombang 530 nm (Astriani et al., 2014).



3.4.2.5.
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Pembuatan kontrol pada uji menggunakan media ISP 4 cair tanpa
penambahan inokulum bakteri. Media ISP 4 disentrifugasi
kecepatan 8000 rpm dengan waktu 10 menit untuk memisahkan
supernatan dan pelet. Supernatan yang telah terpisah sebanyak 1
mL direaksikan dengan reagen Salkowski 2 mL dan di inkubasi
selama 60 menit pada kondisi gelap. Pengukuran absorbansi
kontrol menggunakan spektrofotometer dengan panjang

gelombang 530 nm.

Hasil absorbansi pada pengukuran spektrofotometer panjang
gelombang 530 nm, akan dianalisis menggunakan persamaan
regresi linear kurva standar 1AA yaitu y= ax+b. Analisis tersebut
untuk mengetahui nilai x atau konsentrasi IAA yang dihasilkan
isolat Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain
118.

Produksi IAA dengan Penambahan Tryptophan Isolat
Streptomyces hygroscopicus Subsp. hygroscopicus Strain 118.

Setelah mendapat data mengenai waktu optimum inkubasi isolat
Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain 118
dalam memproduksi IAA, media ISP 4 cair dibuat dengan
ditambahan Tryptophan 0 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL, 3 mg/mL,
4 mg/mL, 5 mg/mL, dan 6 mg/mL dengan pH 6. Masing-masing
media tersebut ditambahkan starter dengan perbandingan 2 : 20 (2
mL starter : 20 mL media). Kemudian diinkubasi pada shaker
incubator dengan suhu ruang (28°C-30°C) dalam kondisi gelap
dengan waktu optimum isolat Streptomyces hygroscopicus subsp.
hygroscopicus strain 118 dalam menghasilkan IAA. Pengukuran
kandungan IAA dengan mengambil 2 mL produksi metabolit
sekunder dimasukkan ke tabung reaksi dan sentrifugasi dengan
kecepatan 8000 rpm dengan waktu 10 menit untuk memisahkan
supernatan dan pelet. Supernatan akan digunakan untuk
pengujian kadar IAA, dengan cara mengambil 1 mL supernatan
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dan direaksikan dengan reagen Salkowski 2 mL, kemudian
diinkubasi 60 menit pada kondisi gelap. Pengukuran absorbansi
untuk mengetahui kandungan IAA menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang 530 nm (Larosa et
al., 2013).

3.5. Analisis Data

Data uji pengaruh waktu optimum inkubasi dan penambahan Tryptophan
isolat Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain 118 dalam
menghasilkan hormon 1AA dianalisis menggunakan persamaan regresi
polinomial ortogonal. Analisis menggunakan metode polinomial
ortogonal karena variabel yang digunakan dalam penelitian ini memiliki
jarak yang sama dan bersifat kuantitatif. Analisis tersebut dapat
mendeteksi perlakuan optimal untuk menghasilkan hasil yang optimal,
tujuannya untuk mendapatkan titik potong (x dan y), dimana x adalah
perlakuan optimal dan y adalah respon/hasil optimal.

Sistem Persamaan Regresi Polinomial Ortogonal

N X PG [a ] Y
X ¥ X2 yX3 bl YXY
PG X3 X ¢ YX2Y

Dari rumus persamaan di atas digunakan untuk menentukan nilai D, D1,
D2, dan D3 dengan aturan cramer (menghitung determinan variasi).
Untuk mengetahui hasil hitung nilai D, D1, D2, dan D3 menggunakan
metode kofaktor. Nilai D, D1, D2, D3 digunakan untuk mencari nilai a, b

dan ¢ pada persamaan regresi polinomial ortogonal.
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_ D1
a=—
D

D2
b=—
D

_ D3
C__
D

Dari rumus di atas, kemudian diketahui nilai regresi polinomial ortogonal
y = a +bx+ cx?, dari persamaan tersebut dapat diketahui nilai duga x dan y

optimum.

Untuk mengetahui nilai R? yaitu

R2= 1- SSEror _ , X(yi-yi)?
T T SSTotal T Y(vi-y)?
Keterangan:

yi = observasi respon ke-i
y = ramalan respon ke-i
y = rata-rata

Untuk mengetahui nilai korelasi/r

_ ,Z(yi—f/i)z 5
R i) atau VR




3.6. Diagram Alir Penelitian

Pembuatan Media

\ 4

Peremajaan Inokulum Bakteri

4

Pembuatan Starter Inokulum Bakteri.

]

Produksi IAA untuk menentukan Waktu
Optimum Inkubasi.

O\
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Pembuatan Kurva Standar (IAA)
dan Diukur menggunakan
spektrofotometer dengan Panjang
Gelombang 530 nm.

Pengukuran Kadar IAA dengan
Spektrofotometer Panjang
Gelombang 530 nm.

-

Analisis Data untuk Menentukan Waktu Optimum Inkubasi.

Produksi IAA dengan Penambahan Tryptophan 0-6 mg/mL.

g

Pengukuran Kadar IAA dengan Spektrofotometer Panjang
Gelombanag 530 nm.




V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan didapatkan kesimpulan

1. Waktu optimum inkubasi isolat Streptomyces hygroscopicus subsp.
hygroscopicus strain 118 dalam menghasilkan IAA yaitu pada

pengukuran hari ke- 9 dengan konsentrasi IAA sebesar 14,3 ppm.

2. Hasil penambahan kadar Tryptophan yang optimum dalam
meningkatkan hasil produksi hormon IAA yaitu dengan penambahan

Tryptophan sebanyak 5 mg/mL dengan konsentrasi IAA sebesar 18,4
ppm.

5.2. Saran
Adapun saran dari penelitian ini sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan aplikasi langsung ke tanaman untuk melihat pengaruh
isolat Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus strain 118
dalam membantu pertumbuhan tanaman.

2. Perlu membandingkan media produksi yang terjangkau dan mudah
didapatkan oleh petani sehingga dapat diaplikasikan dengan mudah
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