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ABSTRAK

ISOLASI DAN KARAKTERISASI BAKTERI PELARUT FOSFAT
DARI RHIZOSFER PISANG CAVENDISH (Musa acuminata L.)
DI TERBANGGI BESAR, KABUPATEN LAMPUNG TENGAH

Oleh

JEAN DELLIANA PUTRI

Pisang Cavendish (Musa acuminata L.) merupakan komoditas hortikultura unggul
di Indonesia dengan luas tanam yang terus meningkat dari tahun 2013-2019, tetapi
produktivitasnya mengalami penurunan karena menurunnya kualitas kesuburan
tanah. Salah satu unsur hara penting bagi tanaman termasuk pisang yaitu fosfor.
Sebagian besar fosfor tanah terdapat dalam bentuk fosfat yang terikat koloid tanah
dan tidak larut, sehingga diperlukan peran bakteri pelarut fosfat untuk melepaskan
fosfat yang terikat agar dapat diserap oleh tanaman. Penelitian ini bertujuan untuk
mengisolasi dan mengkarakterisasi bakteri pelarut fosfat dari rhizosfer pisang
Cavendish di Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung Tengah yang dilakukan dari
bulan Desember 2023 sampai Maret 2024 di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Penelitian
dilakukan menggunakan metode eksploratif dengan tahapan pelaksanaan
penelitian meliputi pengambilan sampel tanah, isolasi bakteri, perhitungan jumlah
kepadatan koloni bakteri, pemurnian isolat, perhitungan nilai indeks kelarutan
fosfat dan seleksi bakteri potensial, karakterisasi morfologi dan fisiologi, serta uji
patogenitas. Hasil penelitian menunjukkan kepadatan koloni bakteri dari rhizosfer
pisang Cavendish yaitu 3,2 x 10 CFU/g. Dari ke-15 koloni bakteri yang
diperoleh menunjukkan nilai indeks kelarutan fosfat beragam, yang berkisar dari
1,38-3,65. Seleksi dari 15 koloni bakteri menghasilkan 5 koloni bakteri dengan
nilai indeks kelarutan fosfat tertinggi yaitu JE1 dengan nilai 3,65; JE2 dengan
nilai 3,63; JE3 dengan nilai 3,13; JE4 dengan nilai 3,08; dan JE5 dengan nilai
2,94. Kelima koloni memiliki bentuk irregular dengan tepi undulate, warna
koloni didominasi putih dengan elevasi umbonate, raised, dan flat. Kelima isolat
memiliki bentuk sel short bacil dan sifat Gram negatif, kecuali pada isolat JE5
dengan sifat Gram positif; tidak membentuk spora; mampu memfermentasi
glukosa, namun tidak mampu memfermentasi sukrosa dan laktosa; menghasilkan
enzim katalase; dan tidak motil. Hasil uji patogenitas menunjukkan hanya isolat
JE1 yang bersifat non patogen terhadap daun tembakau.

Kata kunci: karakterisasi, bakteri pelarut fosfat, rhizosfer



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF PHOSPHATE
SOLUBILIZING BACTERIA FROM THE RHIZOSPHERE OF
CAVENDISH BANANA (Musa acuminata L.) IN TERBANGGI BESAR,
CENTRAL LAMPUNG REGENCY

By

JEAN DELLIANA PUTRI

Cavendish banana (Musa acuminata L.) is a superior horticultural commodity in
Indonesia with planting area continuing to increase from 2013-2019, but its
productivity has decreased due to decreasing quality of soil fertility. One of the
important nutrients for plants, including bananas, is phosphorus. Most of the soil
phosphorus occurs in the form of phosphate which is bound by soil colloids and is
insoluble, so the role of phosphate solubilizing bacteria is needed to release the
bound phosphate so that the phosphate element can be absorbed by plants. This
research aims to isolate and characterize phosphate solubilizing bacteria from the
rhizosphere of Cavendish bananas in Terbanggi Besar, Central Lampung Regency
from December 2023 to March 2024 at the Microbiology Laboratory, Faculty of
Mathematics and Natural Sciences, University of Lampung. The research was
carried out using an exploratory method with research implementation stages
including taking soil samples, isolating bacteria, calculating the density of
bacterial colonies, purifying isolates, calculating the phosphate solubility index
value and selecting potential bacteria, morphological and physiological
characterization, and pathogenicity test. The results showed that the density of
bacterial colonies from the Cavendish banana rhizosphere was 3,2 x 10 CFU/qg.
From 15 bacterial colonies showed various phosphate solubility index values,
ranging from 1,38-3,65. Selection of 15 bacterial colonies showed that 5 bacterial
colonies with the highest phosphate solubility index values, including JE1 with a
value of 3,65; JE2 with a value of 3,63; JE3 with a value of 3,13; JE4 with a value
of 3,08; and JE5 with a value of 2,94. The five colonies have an irregular shape
with undulate edges, the color of the colonies is predominantly white with
umbonate, raised, and flat elevations. The five isolates had short bacillus cells
and were Gram negative, except isolate JE5 which was Gram positive; does not
form spores; able to ferment glucose, but not able to ferment sucrose and lactose;
produces the enzyme catalase; and not motile. The result of the pathogenicity test
showed that only JE1 isolate was non-pathogenic to tobacco leaves.

Key words: characterization, phosphate solubilizing bacteria, rhizosphere
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. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pisang merupakan salah satu komoditas hortikultura unggul di Indonesia
yang memiliki nilai gizi dan keragaman genetik yang sangat tinggi.
Kurnianingsih dkk. (2021) dalam penelitiannya menunjukkan bahwa luas
tanam pisang yang ada di Indonesia mengalami peningkatan pada kurun
waktu 2013-2019. Luas tanam pisang pada tahun 2015 mencapai 94,01 ha,
lalu meningkat menjadi 105,8 ha pada tahun 2019. Namun, produktivitas
pisang mengalami penurunan dalam kurun waktu tersebut. Produktivitas
pisang pada tahun 2015 sebesar 82,27 ton/ha, lalu menurun menjadi 68,82
ton/ha pada tahun 2019 (Badan Pusat Statistik, 2020).

Salah satu penyebab rendahnya produktivitas pisang yaitu masalah
kesuburan tanah. Pemupukan dilakukan untuk mengatasi masalah
kesuburan tanah agar tanaman pisang dapat menyerap unsur hara sesuai
dengan kebutuhan tanaman itu sendiri, terutama sampai tanaman memasuki
fase generatif. Kebutuhan rata-rata unsur hara untuk pertumbuhan tanaman
pisang yaitu 388 kg/ha nitrogen (843,48 kg/ha urea dengan 46 % N), 52
kg/ha fosfor (144,44 kg/ha SP-36 dengan 36 % P,0s), dan 1.438 kg/ha
kalium (2.876 kg/ha KCI dengan 50 % K,O) (Norasyifah dkk., 2019).



Tanah menjadi sumber daya alam paling fundamental karena berperan
sebagai media utama bagi manusia untuk memperoleh bahan sandang,
pangan, papan, dan energi. Tanah mampu menyediakan air dan berbagai
unsur hara makro maupun mikro untuk menunjang pertumbuhan dan
perkembangan tanaman. Jika tanaman mendapatkan unsur hara yang cukup,
maka produktivitas tanaman akan optimal. Namun sebaliknya, jika tanaman
mengalami defisiensi hara maka pertumbuhan dan perkembangan tanaman
akan terganggu. Penambahan unsur hara dapat dilakukan melalui
pemberian pupuk kimia untuk mengoptimalkan pertumbuhan tanaman.
Namun, penggunaan pupuk kimia secara berlebihan dalam jangka waktu
yang panjang dapat menyebabkan ketidakseimbangan unsur hara yang ada
di dalam tanah, struktur tanah menjadi rusak, dan jumlah mikroorganisme
tanah menjadi sedikit (Murnita dan Taher, 2021).

Fosfor (P) merupakan salah satu unsur hara makro yang dibutuhkan oleh
tanaman. Sebagian besar fosfor tanah, yaitu sekitar 95-99 % terdapat dalam
bentuk fosfat yang tidak larut sehingga tidak dapat diserap tanaman. Fosfor
sangat diperlukan tanaman untuk proses fotosintesis, respirasi, penyimpanan
oleh transfer energi, pembelahan dan pembesaran sel, serta beberapa proses
lainnya pada tanaman. Fosfor juga membantu beberapa tanaman bertahan
hidup saat musim dingin dan mendukung dengan tahan terhadap hama serta
penyakit (Karpagam dan Nagalakshmi, 2014). Unsur P di dalam tanah
banyak dijerap oleh tanah liat, Al, Mg, Ca, dan Fe. Pada tanah dengan pH
rendah, kelarutan ion Al dan Fe relatif lebih tinggi, sehingga memfiksasi
unsur P tanah sehingga menjadi faktor pembatas pertumbuhan tanaman.
Unsur P dalam pupuk yang ditambahkan ke dalam tanah hanya dapat
dimanfaatkan sekitar 10-30 % dalam bentuk granul dan sekitar 70-90 % sisa
dari pupuk fosfat tetap berada dalam tanah dalam bentuk tidak tersedia,
sehingga penyerapannya tidak efektif (Larasati dkk., 2018).



Alternatif untuk meningkatkan keefektivan dalam mengatasi ketersediaan
fosfat yang rendah di kawasan perkebunan pisang Cavendish yaitu dengan
memanfaatkan bakteri pelarut fosfat (BPF) yang merupakan mikroba
dengan kemampuan melarutkan dan memineralisasi unsur P anorganik
tanah maupun pupuk melalui sekresi asam-asam organik dan enzim
fosfatase. Dengan demikian, unsur P yang semula tidak tersedia menjadi
lebih tersedia bagi tanaman. Selain itu, bakteri pelarut fosfat berperan
dalam mentransfer energi; menstimulasi fiksasi nitrogen; mensintesis
fitohormon, protein, asam nukleat, serta senyawa-senyawa metabolit lain,

sehingga menambah penyerapan unsur P (Purwaningsih, 2012).

Rhizosfer adalah daerah sekitar perakaran yang aktivitas metabolismenya
langsung dipengaruhi oleh metabolisme akar tanaman yang kaya nutrisi dan
eksudat. Berbagai spesies bakteri menempati dan memanfaatkan eksudat
akar dengan bersimbiosis. Bakteri yang hidup di perakaran disebut
rhizobakteri pemacu tumbuh tanaman (RPTT) yang mensekresi zat
pertumbuhan tanaman, menghasilkan antibiotik, dan menginduksi
ketahanan tanaman terhadap hama dan penyakit (Aryaldi dkk., 2021).
Simbiosis antara tanaman dengan bakteri berlangsung secara mutualisme.
Akar tanaman menarik bakteri yang menguntungkan dengan mengeluarkan
eksudat yang mengandung gula, asam amino, dan vitamin sebagai sumber
nutrisi. Lalu bakteri menghasilkan metabolit sekunder yang digunakan

tanaman untuk mengatur proses biologisnya (Wisdawati dkk., 2019).

Populasi bakteri pelarut fosfat pada rhizosfer mencapai 10-100 kali lebih
tinggi dari daerah non rhizosfer. Bakteri pelarut fosfat yang telah banyak
ditemukan yaitu Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Azotobacter,
Enterobacter, Klebsiella, dan Flavobacterium (Ilham dkk., 2014).
Penelitian Marista dkk. (2013) menunjukkan bahwa Pseudomonas dan
Bacillus merupakan bakteri pelarut fosfat yang memiliki kemampuan
terbesar sebagai agen pupuk hayati untuk melarutkan unsur fosfat yang
terikat pada unsur lain seperti Al, Fe, Mg, dan Ca, sehingga unsur fosfat
menjadi lebih tersedia bagi tanaman.



Morfologi bakteri pelarut fosfat diantaranya ada yang memiliki bentuk
koloni circular (bulat), irregular (tidak beraturan), atau rhizoid (berakar)
dengan tepi koloni entire (rata), undulate (bergelombang), lobate (tidak
beraturan), atau serrate (bergerigi). Elevasi koloni ada yang flat (datar),
raised (hampir datar), atau convex (cembung). Warna koloni beragam
seperti putih, krem, bening, kecokelatan, kuning, merah, dan ungu. Selain
itu, bakteri pelarut fosfat ada yang memiliki bentuk sel coccus, bacil,
maupun coccobacil dengan sifat Gram negatif atau Gram positif; mampu
menghasilkan enzim katalase ataupun tidak; mampu memfermentasi
karbohidrat ataupun tidak, mampu membentuk endospora ataupun tidak,
serta bersifat motil atau tidak motil. Uji patogenitas pada tanaman
tembakau dilakukan untuk mengetahui suatu bakteri bersifat patogen atau

non patogen, sehingga dapat dijadikan sebagai kandidat pupuk hayati.

Beberapa penelitian terdahulu berhasil mengisolasi bakteri pelarut fosfat
dari berbagai rhizosfer tanaman. Penelitian Mukamto dkk. (2015) berhasil
mengisolasi dan mengkarakterisasi Bacillus sp. sebagai bakteri pelarut
fosfat dari rhizosfer Leguminosae. Penelitian Abdelmoteleb dan Gonzalez-
Mendoza (2020) berhasil mengisolasi dan mengidentifikasi Bacillus cereus
dan Bacillus megaterium sebagai bakteri pelarut fosfat dari rhizosfer
Tamarix ramossima. Penelitian lainnya yaitu Asrul dan Aryantha (2020)
berhasil mengisolasi dan mengidentifikasi Amycolaptosis albidoflavus
sebagai bakteri pelarut fosfat dari rhizosfer kelapa sawit. Namun, isolasi
dan karakterisasi bakteri pelarut fosfat dari rhizosfer tanaman pisang
Cavendish di Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung Tengah belum ada
yang melakukan. Oleh karena itu, dalam penelitian ini dilakukan eksplorasi
bakteri non patogen dari rhizosfer tanaman pisang yang efektif dan potensial
dalam melarutkan fosfat.



1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. mengisolasi bakteri pelarut fosfat dari rhizosfer pisang Cavendish di
Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung Tengah;

2. mengetahui karakteristik morfologi dan fisiologi isolat bakteri pelarut
fosfat yang diisolasi dari rhizosfer pisang Cavendish di Terbanggi
Besar, Kabupaten Lampung Tengabh;

3. menguji tingkat patogenitas isolat bakteri pelarut fosfat yang diisolasi
dari rhizosfer pisang Cavendish di Terbanggi Besar, Kabupaten

Lampung Tengah.
1.3 Kerangka Pemikiran

Pisang merupakan buah yang sangat diminati dan banyak dikonsumsi
karena memiliki kandungan gizi yang tinggi dan bermanfaat bagi kesehatan
tubuh manusia. Berdasarkan data Badan Pusat Statistik, produktivitas
pisang di Indonesia masih rendah meskipun pisang digolongkan sebagai
komoditas hortikultura yang unggul. Penyebabnya salah satunya adalah
karena masalah kesuburan tanah. Upaya yang dapat dilakukan untuk
meningkatkan kesuburan tanah yaitu dengan menambah ketersediaan unsur

hara melalui pemupukan.

Salah satu unsur hara yang penting bagi tanaman yaitu unsur fosfor (P) yang
dianggap sebagai kunci kehidupan (key of life). Namun ketersediaan unsur
fosfor bagi tanaman lebih rendah jika dibandingkan dengan unsur nitrogen
dan unsur kalium. Unsur fosfor dibutuhkan tanaman dalam jumlah banyak
saat fase generatif untuk merangsang pertumbuhan akar, mempercepat
pembungaan, dan mempercepat pemasakan biji atau buah. Sebagian besar
fosfor tanah terdapat dalam bentuk senyawa kompleks yang terikat koloid
tanah dan sulit didegradasi, sehingga tidak dapat diserap oleh tanaman.
Upaya untuk mengatasi rendahnya ketersediaan fosfor dalam tanah yaitu

dengan memanfaatkan bahan organik berupa bakteri pelarut fosfat (BPF).



Bakteri pelarut fosfat berperan dalam mengubah unsur fosfat organik
menjadi fosfat anorganik, serta mempengaruhi kelarutan fosfat tanah secara
langsung melalui mineralisasi atau secara tidak langsung dengan membantu
pelepasan fosfat terfiksasi. Proses mineralisasi melibatkan kerja enzim
fosfatase yang diekskresikan bakteri pelarut fosfat. Mekanisme bakteri
pelarut fosfat dalam melarutkan fosfat terjadi karena proses acidification
atau pengasaman dengan mensekresikan asam-asam organik seperti asam
oksalat, asam format, asam sitrat, asam glukonat yang dapat melepaskan
ikatan khelat antara fosfat dengan pengkhelat seperti kalsium (Ca), sehingga
menyebabkan penurunan pH. Reaksi ini menurunkan reaktivitas ion-ion
dan meningkatkan kelarutan fosfat sehingga menjadi tersedia bagi tanaman.
Semakin tinggi populasi bakteri pelarut fosfat pada tanah maka akan
semakin banyak asam-asam organik yang dihasilkan sehingga fosfat yang

larut semakin tinggi.

Rhizosfer tanah mengandung mikroorganisme menguntungkan. Populasi
bakteri pelarut fosfat di rhizosfer mencapai 10-100 kali lebih banyak
dibandingkan daerah non rhizosfer, karena pada rhizosfer banyak terdapat
eksudat akar yang menjadi sumber nutrisi bagi bakteri. Beberapa penelitian
sebelumnya berhasil mengisolasi bakteri pelarut fosfat pada berbagai
rhizosfer tanaman, diantaranya Mukamto dkk. (2015) mengisolasi dan
mengkarakterisasi Bacillus sp. dari rhizosfer Leguminosae, Abdelmoteleb
dan Gonzalez-Mendoza (2020) mengisolasi dan mengidentifikasi Bacillus
cereus dan Bacillus megaterium dari rhizosfer Tamarix ramossima, serta
Asrul dan Aryantha (2020) mengisolasi dan mengidentifikasi Amycolaptosis
albidoflavus dari rhizosfer kelapa sawit. Pada penelitian ini dilakukan
isolasi, karakterisasi, dan uji patogenitas bakteri pelarut fosfat dari rhizosfer
pisang Cavendish di Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung Tengah. Hasil
penelitian ini dapat memberikan informasi ilmiah mengenai keberadaan,
karakter morfologi, fisiologi, serta tingkat patogenitas bakteri pelarut fosfat

dari rhizosfer pisang Cavendish.



1.4 Hipotesis Penelitian

Hipotesis dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

isolat bakteri yang diisolasi dari rhizosfer pisang Cavendish di
Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung Tengah memiliki kemampuan
melarutkan fosfat yang tinggi;

isolat bakteri pelarut fosfat dari rhizosfer pisang Cavendish di
Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung Tengah memiliki karakteristik
morfologi dan fisiologi yang beragam;

isolat bakteri pelarut fosfat yang diisolasi dari rhizosfer pisang
Cavendish di Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung Tengah tidak

bersifat patogen terhadap tanaman.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Unsur Hara Fosfor (P)

Unsur hara merupakan nutrisi yang dibutuhkan tanaman dalam jumlah
seimbang pada setiap tahap pertumbuhan dan perkembangannya. Unsur
hara diserap tanaman untuk mendukung metabolisme dan meningkatkan
produkivitas tanaman. Jika kekurangan unsur hara, maka tanaman akan
menunjukkan gejala defisiensi maupun toksisitas oleh defisiensi sebagai
respon akibat gangguan proses fisiologis berupa perubahan morfologi yang
tidak normal seperti pertumbuhan yang melambat, perubahan bentuk dan
warna daun, serta perubahan lainnya. Gejala kelainan pertumbuhan
tanaman dapat menjadi panduan untuk mengidentifikasi kekurangan

maupun kelebihan unsur hara (Inaya dkk., 2021).

Berdasarkan jumlahnya yang dibutuhkan oleh tanaman, unsur hara
dikelompokkan menjadi unsur hara makro dan unsur hara mikro. Unsur
hara makro merupakan unsur hara esensial yang dibutuhkan tanaman dalam
jumlah banyak (konsentrasi 1000 mg/kg bahan kering). Sedangkan unsur
hara mikro merupakan unsur hara esensial yang dibutuhkan tanaman dalam
jumlah sedikit (konsentrasi 100 mg/kg bahan kering). Unsur hara makro
meliputi nitrogen (N), fosfor (P), kalium (K), sulfur (S), kalsium (Ca), dan
magnesium (Mg). Unsur hara mikro meliputi klor (ClI), zat besi (Fe),
mangan (Mn), tembaga (Cu), seng (Zn), boron (B), dan molibdenum (Mo).
Jumlah unsur hara yang cukup tersedia di dalam tanah sangat berpengaruh

terhadap pertumbuhan tanaman (Asrul dan Aryantha, 2020).



Fosfor (P) merupakan salah satu unsur hara makro yang dibutuhkan untuk
menunjang pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Fosfor berperan
dalam memacu pertumbuhan tanaman; mempercepat pembentukan akar;
mempercepat pembentukan bunga; mempercepat pemasakan buah dan biji;
mengangkut energi hasil metabolisme; serta meningkatkan ketahanan
tanaman terhadap berbagai serangan hama dan penyakit. Dengan demikian
fosfor harus selalu tersedia bagi tanaman untuk mendukung produksi yang
optimal. Fosfor memiliki sifat inmobil, sehingga kurang tersedia bagi
tanaman. Selain itu, fosfor dapat terikat oleh unsur Al dan Fe pada tanah
dengan pH rendah dan dapat terikat oleh unsur Ca pada tanah dengan pH
tinggi (Zainuddin dkk., 2019).

Sebagian besar fosfor berasal dari pelapukan batuan mineral alami, sisanya
berasal dari bahan organik. Kandungan fosfor dalam tanah cukup tinggi,
namun ketersediaannya bagi tanaman sangat terbatas karena fosfor terdapat
sebagai kelat logam yang tidak larut (Aziz, 2013). Fosfor di dalam tanah
dibedakan menjadi P organik dengan jumlah sekitar 3-75 % dan P anorganik
dengan jumlah sekitar 25-97 %. P organik berasal dari bahan organik
seperti tanaman, hewan, atau mikroorganisme yang mati. P anorganik
berasal dari mineral fosfat (apatit), jerapan P pada partikel liat, dan
kompleks antara fosfat Al dan Fe. P organik tidak tersedia bagi tanaman
karena terdapat dalam bentuk senyawa kompleks yang terikat oleh koloid
tanah dan sulit didegradasi, sehingga perlu diubah menjadi P anorganik
melalui proses mineralisasi. Proses pelarutan P tidak tersedia menjadi
tersedia terjadi melalui reaksi khelasi antara ion logam dalam mineral tanah
dengan asam-asam organik. Khelasi merupakan reaksi keseimbangan antara
ion logam dan agen pengikat dengan membentuk lebih dari satu ikatan antar
keduanya. Reaksi ini menyebabkan terbentuknya struktur cincin yang
mengelilingi logam tersebut. Mekanisme pengikatan Al*** dan Fe™ oleh
gugus fungsi dari komponen organik terjadi karena adanya satu gugus
karboksil dan satu gugus fenolik, atau dua gugus karboksil yang berdekatan
lalu bereaksi dengan ion logam. Pelarutan P di dalam tanah meningkat saat
kondisi pH tanah rendah (Sonia dan Setiawati, 2022).
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Ketersediaan P organik bagi tanaman sangat tergantung pada proses
mineralisasi oleh mikroorganisme. Dekomposisi bahan organik yang
menghasilkan asam-asam organik dapat meningkatkan ketersediaan unsur P
karena dapat mengikat koloid tanah dan melepaskan unsur P yang terikat,
sehingga unsur P yang terlepas menjadi tersedia di dalam tanah dan dapat
diserap tanaman. Pelepasan ion P yang cukup untuk pertumbuhan tanaman
disebabkan oleh kandungan bahan organik yang tinggi dan kecepatan proses

mineralisasi yang memadai (Punuindoong dkk., 2021).
Bakteri Pelarut Fosfat (BPF)

Bakteri pelarut fosfat tergolong ke dalam plant growth promoting
rhizobacteria (PGPR) yang menempati daerah rhizosfer dan berperan dalam
meningkatkan pertumbuhan tanaman dengan menyediakan mineral terlarut
bagi tanaman, menghasilkan zat pengatur tumbuh (ZPT), dan menghambat
pertumbuhan patogen tanah. Golongan bakteri ini mampu meningkatkan
ketersediaan fosfat di dalam tanah sehingga dapat diserap oleh tanaman.
Fosfat akan bersenyawa dengan alumunium membentuk Al-P pada tanah
masam dan akan bersenyawa dengan kalsium membentuk Ca-P yang sukar
larut pada tanah alkali. Meskipun fosfat yang terkandung di dalam tanah
melimpah, namun jika pada tanah tidak terdapat bakteri pelarut fosfat maka

hanya sedikit fosfat yang bisa diserap tanaman (llham dkk., 2014).

Prinsip pelarutan fosfat oleh bakteri yaitu bakteri mensekresikan enzim
fosfatase dan asam-asam organik ke dalam tanah kemudian memacu proses
mineralisasi fosfat organik menjadi fosfat anorganik melalui proses
hidrolisis (Fitriatin et al., 2020). Bakteri pelarut fosfat menghasilkan asam-
asam organik berbobot molekul rendah seperti asam sitrat, asam oksalat,
asam glutamat, dan asam suksinat yang mengkelat kation Al, Fe, dan Ca
melalui gugus hidroksil (OH") dan karboksil (COO") yang mengikat fosfat,
lalu menghasilkan senyawa kompleks stabil dan melepaskan ion fosfat yang
semula terikat pada senyawa organik (Asrul dan Aryantha, 2020). Fosfat
terlarut lalu diabsorsi tanaman secara simplas atau apoplas mengikat gradien

potensial air antara tanah dan akar (Sugianto dkk., 2018).
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Aktivitas bakteri pelarut fosfat dalam melarutkan fosfat sangat dipengaruhi
oleh beberapa faktor, diantaranya pH, temperatur, kelembaban, suplai
makanan, dan kondisi lingkungan selama pertumbuhannya. pH optimal
untuk meningkatkan ketersediaan fosfat di dalam tanah adalah 6,5 meskipun
bakteri pelarut fosfat masih memiliki kemampuan untuk melarutkan fosfat
pada pH di bawah 5,5. Aktivitas dan jumlah bakteri di dalam tanah juga
akan semakin meningkat seiring dengan semakin dekatnya jarak antara

bakteri dengan akar tanaman di dalam tanah (Marista dkk., 2013).

Bakteri pelarut fosfat juga berperan dalam metabolisme vitamin D yang
berperan untuk memperbaiki pertumbuhan akar tanaman dan meningkatkan
serapan unsur hara pada tanaman. Bakteri pelarut fosfat sering ditemukan
berasosiasi dengan akar tanaman di dalam tanah, menghasilkan eksudat
yang menjadi nutrisi bagi bakteri tersebut untuk tumbuh dan berkembang.
Populasi bakteri pelarut fosfat di dalam tanah tergantung dari jenis tanah

serta keragaman tanaman pada tanah tersebut (Ilham dkk., 2014).

Setiap spesies bakteri memiliki kemampuan berbeda dalam menghasilkan
jenis maupun jumlah asam-asam organik, sehingga daya melarutkan
fosfatnya pun berbeda. Bakteri pelarut fosfat di dalam tanah yang banyak
ditemukan yaitu berasal dari marga Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus,
Azotobacter, Enterobacter, Klebsiella, dan Flavobacterium. Penelitian
Setiawati dkk. (2014) menunjukkan bahwa Pseudomonas cepacea memiliki
kemampuan melarutkan fosfat yang tinggi dengan aktivitas fosfatase dan
produksi asam organik. Penelitian Oksana dkk. (2020) menunjukkan bahwa
Klebsiella memiliki kemampuan melarutkan fosfat. Penelitian Marista dkk.
(2013) menunjukkan bahwa Bacillus termasuk bakteri yang memiliki
kemampuan melarutkan fosfat paling tinggi dan mampu bertahan hidup

pada lingkungan yang tidak menguntungkan dengan membentuk endospora.
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2.2.1 Pseudomonas sebagai Bakteri Pelarut Fosfat

Pseudomonas adalah bakteri berbentuk batang atau kokus, termasuk
Gram negatif, bersifat motil karena memiliki flagela polar, aerob
obligat, serta dapat tumbuh dengan baik pada suhu 4-43 °C dan pH
5,3-9,7. Pseudomonas menunjukkan hasil positif terhadap uji
katalase dan oksidase. Umumnya Pseudomonas ditemukan di tanah,
air, dan tanaman. Pseudomonas dapat memproduksi enzim protease,
amilase, dan lipase sehingga dapat menguraikan karbohidrat, protein,
dan senyawa organik lainnya menjadi CO», amoniak, dan senyawa-
senyawa lainnya (Rahmadian dkk., 2018).

Penelitian Asril dan Lisafitri (2020) menunjukkan Pseudomonas
ditemukan di lahan bekas perkebunan karet yang telah mengalami
pemupukan selama bertahun-tahun dengan kondisi pH yang sangat
asam dan keracunan Fe. Pseudomonas telah banyak dilaporkan
sebagai bakteri yang memiliki kemampuan melarutkan fosfat
tertinggi pada rhizosfer dan memiliki tingkat toleransi yang tinggi
pada berbagai kondisi lingkungan. Penggunaan Pseudomonas di
tanah pertanian sangat tinggi untuk dikembangkan sebagai
biofertilizer dan bioinokulan bagi tanaman.
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Gambar 1. Sel Bakteri Pseudomonas Secara Mikroskopis.
(Jyothi et al., 2011)
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2.2.2 Bacillus sebagai Bakteri Pelarut Fosfat

Koloni Bacillus berbentuk bulat tidak beraturan, berukuran besar,
berwarna krem keputihan, tepi koloni rata dan tidak rata, permukaan
koloni cembung dan datar, tidak mengkilat, serta tidak berlendir. Sel
Bacillus berbentuk batang, bersifat Gram positif, memiliki
endospora, aerob obligat atau fakultatif, motil atau non motil, dan
positif terhadap uji katalase (Puspita dkk., 2017). Bacillus mampu
menghasilkan fitohormon, menghasilkan siderofor, mengikat
nitrogen, melarutkan fosat, serta menghasilkan senyawa antibakteri

dan antipatogen tanaman.

Bacillus telah banyak diaplikasikan sebagai pelarut fosfat untuk
pertumbuhan tanaman karena dapat melepaskan unsur fosfat yang
terikat dengan mensekresikan asam organik sehingga unsur fosfat
menjadi tersedia untuk tanaman (Mukamto dkk., 2015). Firdausi
dkk. (2016) dalam penelitiannya menyebutkan Bacillus memiliki
kemampuan melarutkan fosfat dengan baik. Pemberian inokulan
Bacillus dalam media pembawa pupuk hayati menghasilkan
peningkatan unsur hara fosfat. Bacillus memiliki kemampuan hidup
di beberapa jenis tanah rhizosfer karena kemampuannya dalam

membentuk endospora.
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Gambar 2. Sel Bakteri Bacillus Secara Mikroskopis.
(Indrayati dkk., 2023)
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2.2.3 Micrococcus sebagai Bakteri Pelarut Fosfat

Micrococcus berbentuk kokus berpasangan hingga berkelompok
tidak beraturan, diameter sel 0,5-2,0 um, Gram positif, jarang motil,
bersifat aerob dan anaerob fakultatif, serta positif terhadap uji
katalase dan uji oksidase (Silalahi dkk., 2020). Micrococcus banyak
ditemukan pada lapisan perakaran. Bakteri ini mampu melarutkan
fosfat sehingga dapat meningkatkan ketersediaan fosfat tanah untuk

memacu pertumbuhan perakaran tanaman (Marista dkk., 2013).

Penelitian Firdausi dkk. (2016) menyebutkan bahwa Micrococcus
ditemukan pada kawasan hutan produksi yang banyak terdapat
tanaman, sehingga Micrococcus mampu bertahan hidup.
Micrococcus juga mampu dalam mengubah hidrogen peroksida
(H,0,) menjadi air dan oksigen, serta mampu memproduksi auksin,
1-aminosiklopropana-1-karboksilat deaminase, dan siderofor untuk

meningkatkan pertumbuhan tanaman (Wibowo dkk., 2022).

Gambar 3. Sel Bakteri Micrococcus Secara Mikroskopis.
(Sandle, 2020)
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2.2.4 Azotobacter sebagai Bakteri Pelarut Fosfat

Azotobacter berbentuk batang atau kokus, diameter sel 1,5-2,0 pum,
Gram negatif, motil dan non motil, bersifat aerob atau anaerob
fakultatif, dan mampu tumbuh pada pH optimum 7,0-7,5. Koloni
Azotobacter berbentuk bulat, berwarna putih keruh, transparan,
berlendir, elevasi conveks, dan tepian entire (Novalia dkk., 2022).
Azotobacter dapat ditemukan di tanah, air, dan bersimbiosis dengan
tanaman. Azotobacter menghasilkan enzim katalase dan zat
pengatur tumbuh (ZPT) yaitu giberelin untuk meningkatkan
pertumbuhan tanaman (Marista dkk., 2013). Azotobacter mampu
memfiksasi nitrogen bebas di udara dan merupakan salah satu strain
yang potensial sebagai bakteri pelarut fosfat. Azotobacter yang
mampu memfiksasi nitrogen dan melarutkan fosfat berfungsi sebagai
kandidat pupuk hayati yang efisien untuk meningkatkan nutrisi N
dan P pada tanaman (Nosrati et al., 2014).

Penelitian Maatoke dkk. (2024) menunjukkan Azotobacter berasal
dari rhizosfer tanah sawah dan tanah hutan. Azotobacter mampu
memproduksi asam organik lebih tinggi dibandingkan bakteri lain
karena memiliki aktivitas enzim glucose dehydrogenase (GDH).
Irawan dan Zulaika (2016) dalam penelitiannya menyebutkan bahwa
konsorsium Azotobacter menghasilkan fosfat terlarut yang besar

dengan nilai 67,58 ppm dan 67,51 ppm.
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Gambar 4. Sel Bakteri Azotobacter Secara Mikroskopis.
(Aishwarya et al., 2019)
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2.2.5 Enterobacter sebagai Bakteri Pelarut Fosfat

Enterobacter berbentuk batang lurus, Gram negatif, bersifat anaerob
fakultatif, tidak membentuk spora, motil karena memiliki flagela
peritrichous, dan mampu memfermentasi laktosa. Koloni bakteri ini
berbentuk bulat, diameter 2-3 mm dan memiliki elevasi cembung.
Enterobacter mampu mensintesis enzim dekarboksilase ornithine
yang membedakannya dengan bakteri lain. Enterobacter ditemukan
di tanah, air, tanaman, hewan, dan feses. Spesies bakteri ini ada

yang bersifat patogen dan tidak patogen (Krisnawati dkk., 2023).

Enterobacter melarutkan fosfat dengan menghasilkan asam-asam
organik dan enzim fosfatase yang bereaksi dengan kation pengikat
fosfat, sehingga fosfat dapat diserap tanaman. Penelitian Suartini
dkk. (2013) mengisolasi Enterobacter dari pupuk organik dan
Hartanti (2020) mengisolasi Enterobacter dari tanaman padi.
Percobaan inokulasi isolat bakteri ini menunjukkan bahwa isolat
mampu menginduksi pertumbuhan padi merah dengan meningkatkan

tinggi dan berat tanaman.
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Gambar 5. Sel Bakteri Enterobacter Secara Mikroskopis.
(Aryal, 2021)
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2.2.6 Klebsiella sebagai Bakteri Pelarut Fosfat

2.2.7

Klebsiella berbentuk batang pendek, ukuran sel berkisar antara 0,5-
0,5 x 1,2 u, termasuk Gram negatif, bersifat aerob, memiliki kapsul,
dan tidak membentuk spora. Klebsiella tumbuh optimum pada suhu
37 °C, non motil, serta mampu memfermentasi laktosa. Klebsiella
dapat ditemukan di makanan, minuman, tanah, air, feses, dan hidup
bersimbiosis dengan akar tanaman (Suartini dkk., 2013). Penelitian
Suartini dkk. (2017) menunjukkan Klebsiella yang diisolasi dari
pupuk organik memiliki keefektifan yang tinggi dalam melarutkan
fosfat yaitu sebesar 90,78 % dan dapat memacu pertumbuhan

tanaman caysin.
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Gambar 6. Sel Bakteri Klebsiella Secara Mikroskopis.
(Chaurasiya, 2021)

Flavobacterium sebagai Bakteri Pelarut Fosfat

Flavobacterium berbentuk batang sejajar, berukuran 0,5-3 um,
termasuk Gram negatif, warna koloni kuning tua, motil dan non
motil, hidup secara aerob, dan hanya sedikit yang anaerob fakultatif.
Bakteri ini mampu mengoksidasi asam amino pada kondisi aerob,
sedangkan pada kondisi anaerob metabolismenya akan bersifat
fermentatif (Massinai dkk., 2017). Flavobacterium dapat ditemukan

pada tanah, air, dan beberapa berasosiasi dengan organisme lain.
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Flavobacterium mampu melarutkan fosfat yang terikat dalam
mineral tanah menjadi senyawa yang mudah diserap tanaman dan
mendekomposisi bahan-bahan organik tanah (Marista dkk., 2013).
Penelitian Jannah dkk. (2022) menunjukkan bahwa inokulasi
Flavobacterium pada tanaman kedelai memiliki pengaruh yang
signifikan karena mampu meningkatkan tinggi tanaman, jumlah
cabang, jJumlah daun, kandungan klorofil, serta meningkatkan berat
biji kedelai. Hal ini dikarenakan isolat Flavobacterium mampu
beradaptasi dan bersimbiosis dengan akar kedelai secara baik
sehingga dapat membantu menyediakan kebutuhan fosfat tanaman.

-3 = J " 5 /
'// i \ ',/\\ N/ /
\ ‘s < /\/\‘ 7 == \ ;
- < & s =
J & N V2 = 7 = ARG \—B/I
—\ = \\\}\ = ,/, ] s — -
- \_,// =—obA 3 //\ o / %
Wi e Al AT G
7 } <L /. £ A
el eyt
SR ALY AN >
N 1
N !\\\ //q 1
CC /‘ ! // [/ /
"\J\ /- = \ S
/ ; s, N7 \/ Zive %l

Gambar 7. Sel Bakteri Flavobacterium Secara Mikroskopis.
(Cain and LaFrentz, 2007)

2.3 Rhizosfer

Istilah rhizosfer pertama kali diciptakan pada tahun 1904 oleh Lorenz
Hiltner, seorang ahli agronomi dan fisiologi tumbuhan dari Jerman untuk
menggambarkan antarmuka akar dan tanaman. Kata rhizosfer berasal dari
bahasa Yunani yaitu "rhiza" yang berarti akar. Hiltner menggambarkan
rhizosfer sebagai area di sekitar akar tanaman yang dihuni oleh populasi
mikroorganisme yang dipengaruhi oleh bahan kimia yang dilepaskan dari
akar tanaman. Definisi rhizosfer telah disempurnakan untuk mencakup tiga
zona yang ditentukan berdasarkan kedekatan relatifnya terhadap akar dan
pengaruhnya dari akar. Zona tersebut diantaranya yaitu endorhizosfer,
rhizoplane, dan ektorhizosfer (Junior, 2013).
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Endorhizosfer adalah daerah korteks dan endodermis akar tanaman,
sehingga mikroorganisme dan kation dapat menempati ruang bebas antar sel
(ruang apoplastik). Rhizoplane merupakan daerah yang mencakup zona
medial yang berbatasan langsung dengan akar, termasuk epidermis dan
lendir akar. Ektorhizosfer merupakan zona terluar yang terbentang dari
rhizoplane hingga ke dalam tanah. Rhizosfer bukan wilayah dengan ukuran
atau bentuk yang dapat ditentukan, melainkan rhizosfer terdiri dari gradien
sifat fisik, kimia, dan biologi yang berubah secara radial dan memanjang di

sepanjang akar (Junior, 2013).

Rambut
akar

Gambar 8. Skema Bagian Akar yang Menunjukkan Struktur Rhizosfer.
(Junior, 2013)

Tanah merupakan media pertumbuhan mikroorganisme yang kompleks. Di
daerah rhizosfer, tanaman akan mengeluarkan eksudat akar yang berisi gula,
asam amino, vitamin, dan enzim sebagai nutrisi bagi mikroorganisme untuk
tumbuh dan bermultipikasi. Mikroorganisme sendiri akan menghasilkan
metabolit sekunder ke rhizosfer yang digunakan tanaman untuk mengatur
pertumbuhannya. Eksudat akar merupakan sumber utama nutrisi di
rhizosfer bagi mikroorganisme. Populasi mikroorganisme tanah sangat
dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya yaitu kandungan bahan
organik pada rhizosfer, kandungan unsur hara tanah, ketersediaan oksigen,
kondisi suhu, kondisi kelembapan, kondisi aerasi, nilai pH, serta faktor fisik
dan biologi pada tanah (Wisdawati dkk., 2019).
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Mikroorganisme di sekitar daerah perakaran tanaman saling terlibat dalam
hubungan simbiosis dengan sistem perakaran yang ada. Simbiosis tersebut
ada yang bersifat menguntungkan atau simbiosis mutualisme hingga
simbiosis komensalisme, bersifat netral, dan juga bersifat merugikan.
Mikroorganisme rhizosfer berperan dalam menyediakan nutrien tanaman
dengan mengubah sifat morfologi dan fisiologi perakaran tanaman serta
mengubah fase keseimbangan nutrien, sehingga akan lebih mudah diangkut
ke permukaan akar. Mikroorganisme rhizosfer juga berperan dalam
mengubah komposisi kimia tanah, melakukan transfer nutrien, dan
menghambat area penyerapan akar tanaman atau berkompetisi dalam

mendapatkan makanan (Sari, 2015).

Sistem perakaran tanaman akan memasok oksigen ke rhizosfer dan saat
berlangsung respirasi, sel-sel perakaran tanaman akan membebaskan
karbondioksida ke rhizosfer. Perakaran tanaman mensekresikan nutrien
berupa eksudat akar, sekresi akar, atau hasil lisis dari sel-sel pada daerah
perakaran secara berkelanjutan. Mikroorganisme hidup dan berkembang di
rhizosfer, termasuk pada daerah permukaan perakaran (rhizoplane), lalu
mikroorganisme mendapatkan keuntungan dari ketersediaan oksigen dan
nutrien yang tersedia pada daerah tersebut (Sari, 2015).

Mikroorganisme yang mendominasi daerah rhizosfer adalah filum bakteri
prokariotik yaitu Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
dan Acidobacteria. Adapun filum fungi yang mendominasi daerah rhizosfer
yaitu Ascomycota dan Basidisomycota. Mikroorganisme di dalam tanah,
khususnya dalam rhizosfer memiliki manfaat yang besar bagi pertumbuhan
tanaman. Namun dalam siklus hidupnya, mikroorganisme tanah sering
mendapatkan tekanan akibat keterbatasan petani dalam mengolah tanah
yang mengakibatkan kualitas kesuburan tanah menurun (Irfan dkk., 2021).
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2.4 Tanaman Pisang Cavendish (Musa acuminata L..)

Tanaman pisang umum ditemui di Indonesia dengan keanekaragaman yang
melimpah. Pisang berasal dari Asia Tenggara dan tersebar luas ke Afrika,
Amerika Latin, serta Karibia. Indonesia menempati peringkat keenam
sebagai produsen pisang terbesar di dunia dengan kontribusi sebesar 5,67 %.
Provinsi yang menyumbangkan produksi pisang sebesar 88,07 % yaitu Jawa
Timur, Lampung, Jawa Tengah, Sumatera Utara, Banten, Bali, Sulawesi
Selatan, Nusa Tenggara Timur, dan Sumatera Barat (Harto et al., 2019).
Pisang tumbuh di hampir seluruh tipe agroekosistem dan menjadi tanaman
budidaya tertua (Kumar dkk., 2012). Di Indonesia tercatat lebih dari 200
jenis pisang. Pengembangan komoditas pisang dilakukan untuk memenuhi

kebutuhan konsumsi buah-buahan masyarakat (Sariamanah dkk., 2016).

Jenis pisang yang umum dibudidayakan secara luas dan komersial yaitu
pisang Cavendish (Musa acuminata L.) dari Asia Tenggara. Keunggulan
pisang ini memiliki ukuran buah yang lebih besar dan memiliki sekitar 10
sisir/tandan. Pisang ini hanya memiliki 2-3 tunas dari satu induk, sehingga
dibutuhkan alternatif yang tepat untuk meningkatkan produksinya. Lebih
dari 40 % produksi pisang di dunia ditempati oleh grup pisang Cavendish.
Pola tanam pisang ini dapat dirotasikan dengan tanaman lain, meningkatkan
kation, dan menurunkan kejenuhan aluminium dalam tanah sehingga dapat

meningkatkan kesuburan tanah (Andriani dan Rahayu, 2023).

Klasifikasi tanaman pisang Cavendish menurut United States Department of
Agriculture (USDA) yaitu:

Kerajaan : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Liliopsida
Bangsa : Zingiberales
Suku : Musaceae
Marga : Musa L.

Jenis : Musa acuminata L.
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Gambar 9. Tanaman Pisang Cavendish (Musa acuminata L.).
(CABI, 2019)

Aspek pengembangan komoditas tanaman pisang salah satunya ketersediaan
lahan untuk pengembangan yang lebih luas. Tanaman pisang dijadikan
sebagai tanaman konservasi pada daerah kering dan kritis. Mujiyo dkk.
(2017) menyebukan tanaman pisang tumbuh baik di daerah tropis basah
dengan ketinggian 100-700 m di atas permukaan laut (mdpl), suhu 22-32 °C,
kelembapan > 60 %, curah hujan 2.000-3.000 mm/tahun, dan lama bulan
kering 0-3 bulan. Tanaman pisang dapat dikembangkan di beberapa kondisi

tanah kering seperti di pekarangan rumah, perkebunan, dan hutan negara.

Nurza dkk. (2020) menyebutkan budidaya tanaman pisang membutuhkan
tanah yang gembur, tidak terlalu liat, dan kaya bahan organik. Produktivitas
tanah semakin tinggi jika warna tanah semakin gelap yang berarti kondisi
tanah subur. Tanaman pisang tumbuh di daerah kering karena menyuplai air
dari batang, namun pertumbuhannya tidak optimal. Pertumbuhan tanaman
pisang akan optimal pada tanah yang tinggi unsur hara karena unsur hara
dibutuhkan saat fase generatif tanaman. Sebagian besar unsur hara
diperoleh dari tanah, pembusukan tanaman, bahan organik, dan pupuk.
Kebutuhan rata-rata unsur hara tanaman pisang yaitu 388 kg/ha nitrogen
(843,48 kg/ha urea dengan 46 % N), 52 kg/ha fosfor (144,44 kg/ha SP-36
dengan 36 % P,0s), dan 1.438 kg/ha kalium (2.876 kg/ha KCI dengan 50 %
K,0) (Norasyifah dkk., 2019).
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Budidaya pisang Cavendish harus memperhatikan faktor-faktor kondisi
lingkungan yang mendukung pertumbuhannya. Tanaman pisang Cavendish
tumbuh baik di daerah tropis dengan ketinggian tidak lebih dari 1.600 m di
atas permukaan laut (mdpl), suhu optimum 27 °C dan suhu maksimumnya
38 °C, pH 4,5-7,5, curah hujan 2000-2500 mm/tahun atau 100 mm/bulan,
dan tumbuh secara optimal jika ditanam di daerah dengan tingkat sinar
matahari cukup stabil. Jika sinar matahari terlalu berlebihan mengenai
pisang Cavendish maka akan merusak batang tanaman sehingga tanaman
akan mati (Lendah, 2019).



I11.  METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan dari bulan Desember 2023 sampai Maret 2024 di
Terbanggi Besar dan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi,

Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.
3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu bor tanah manual, sekop,
pH meter, Global Positioning System (GPS), cool box, cawan petri, tabung
reaksi, rak tabung reaksi, tabung Erlenmeyer, tabung Durham, mikropipet,
tip, gelas beaker, jarum ose, Bunsen, syringe, drigalski, neraca analitik,
shaker, hot plate, vortex, magnetic stirrer, colony counter, autoklaf,

inkubator, kaca objek, mikroskop, dan Biological Safety Cabinet (BSC).

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitan ini yaitu sampel tanah, NaCl
0,85 %, media agar Pikovskaya (5 gram Ca;(PO4),; 0,5 gram (NH4)2SOy;
0,2 gram NaCl; 0,1 gram MgS0O,.7H,0; 0,2 gram KCI; 10 gram glukosa;
0,5 gram yeast extract; 0,002 gram H;4;MnO,;S; 0,002 gram H4FeO;S;

20 gram agar; dan 1 liter aquades), media Nutrient Agar (NA), media
Nutrient Broth (NB), glukosa, sukrosa, laktosa, indikator brom cressol
purple (BCP), aguades, alkohol 70 %, kantung plastik, kertas label, tisue,
spirtus, minyak imersi, larutan KOH, larutan HCI, cat Gram A (kristal
violet), cat Gram B (lugol/iodin), larutan Gram C (aseton/alkohol), cat Gram
D (safranin), cat malachite green, larutan hidrogen peroksida (H,0,), dan

tanaman tembakau.
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3.3 Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan metode eksploratif untuk mengetahui
keberadaan bakteri pelarut fosfat (BPF) pada rhizosfer pisang Cavendish di
Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung Tengah. Sampel tanah diambil
dengan teknik purposive sampling dari 5 titik lokasi yang kemudian
dikompositkan dan dilakukan pengukuran pH tanah. Isolasi dilakukan pada
media agar Pikovskaya. Kemudian dihitung kepadatan koloni bakteri pada
media dengan pengujian Total Plate Count (TPC) dan bakteri dimurnikan.
Selanjutnya dihitung nilai indeks kelarutan fosfat (IKF) untuk menyeleksi 5
koloni bakteri yang memiliki kemampuan paling tinggi dalam melarutkan
fosfat. Indikator positif isolat bakteri yang dapat melarutkan fosfat ditandai
dengan terbentuknya zona bening (halozone) di sekeliling koloni. Lalu
dilakukan karakterisasi morfologi, karakterisasi fisiologi, dan uji patogenitas

pada daun tembakau.

Karakterisasi morfologi dilakukan untuk mengamati morfologi dari koloni
bakteri pelarut fosfat yang telah diperoleh diantaranya meliputi bentuk
koloni, warna koloni, bentuk tepi koloni, dan elevasi koloni. Karakterisasi
fisiologi dilakukan untuk mengetahui sifat fisiologi bakteri pelarut fosfat
yang diperoleh diantaranya meliputi uji pewarnaan Gram, uji pewarnaan
spora, uji fermentasi karbohidrat, uji katalase, dan uji motilitas. Uji
patogenitas dilakukan untuk mengetahui bahwa isolat bakteri pelarut fosfat
yang telah diperoleh bersifat patogen atau non patogen terhadap tanaman
tembakau, sehingga isolat yang non patogen dapat dijadikan sebagai
kandidat pupuk hayati. Parameter yang diamati dalam penelitian ini
meliputi keragaman karakteristik morfologi dan fisiologi isolat bakteri
pelarut fosfat yang diperoleh serta tingkat patogenitas isolat tersebut
terhadap tanaman tembakau. Hasil karakterisasi disajikan dalam bentuk
tabel dan gambar, kemudian diuraikan secara deskriptif.



3.4 Prosedur Penelitian

3.4.1 Pengambilan Sampel Tanah

Sampel tanah diambil dari rhizosfer pisang Cavendish di lahan
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Plantation Group 1 (PG 1), Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung

Tengah. Lokasi lahan berada di 49A2 dengan luas lahan 4,52 ha.

Jenis tanah pada lahan adalah tanah humus yang berwarna cokelat

kehitaman dan bertekstur gembur. Pengambilan sampel tanah

dilakukan dengan teknik purposive sampling pada tanaman pisang

berusia 7,8 bulan. Sampel tanah diambil dari 5 titik, dengan masing-

masing titik diambil sebanyak 50 gram.

m Peta Sebaran Titik Sampling
S Tanah Rhizosfer Tanaman
4 Pisang Cavendish di PG 1
ﬂA Kecamatan Terbanggi Besar
Kabupaten Lampung Tengah
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Gambar 10. Lokasi Pengambilan Sampel Tanah.

Titik pengambilan sampel tanah yaitu sebagai berikut:

P1:
P2 :
P3:
P4 .
PS:

04°50'28.60"S 105°15'11.30"E
04°50'28.60"S 105°15'11.50"E
04°50'27.10"S 105°15'11.30"E
04°50'27.10"S 105°15'11.50"E
04°50'27.90"S 105°15'11.40"E
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Kedalaman tanah yang diambil yaitu 0-20 cm dari pangkal akar.
Lokasi pengambilan sampel tanah dibersihkan dari serasah, lalu bor
tanah ditekan ke dalam tanah dan tanah diambil menggunakan
sekop. Tanah dimasukkan ke dalam kantung plastik steril, kemudian
dikompositkan dan dilakukan pengukuran pH tanah menggunakan
pH meter. Selanjutnya tanah dibawa ke laboratorium Mikrobiologi

menggunakan cool box (Syarwani dkk., 2022).
Isolasi Bakteri Pelarut Fosfat

Sampel tanah yang sudah dikompositkan ditimbang sebanyak 10
gram lalu dimasukkan ke dalam tabung Erlenmeyer steril dan
ditambahkan 90 mL NaCl 0,85 % steril. Selanjutnya sampel tanah
dihomogenkan dengan shaker selama 30 menit. Hasil ini dijadikan
sebagai pengenceran pertama (101) (Rosita et al., 2023). Proses
isolasi dilakukan secara aseptis di dalam Biological Safety Cabinet
(BSC). Suspensi sebelumnya dari pengenceran 10 diambil
sebanyak 1 mL menggunakan mikropipet lalu dimasukkan ke dalam
tabung reaksi yang berisi 9 mL NaCl 0,85 % dan dihomogenkan
menggunakan vortex sebagai pengenceran 102, Prosedur kerja
dilakukan dengan cara yang sama hingga memperoleh tingkat
pengenceran 107°. Isolasi bakteri pelarut fosfat dilakukan dengan
teknik spread plate menggunakan media selektif agar Pikovskaya.
Suspensi dari pengenceran 107 sampai 101° diambil masing-masing
sebanyak 0,1 mL menggunakan mikropipet, lalu diinokulasikan ke
dalam cawan petri berisi media agar Pikovskaya. Selanjutnya
suspensi diratakan ke seluruh permukaan media menggunakan
drigalski. Cawan petri kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama
3 x 24 jam (Panjaitan dkk., 2020).
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Gambar 11. Tahapan Isolasi Bakeri Pelarut Fosfat.
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Perhitungan Jumlah Koloni Bakteri dengan Pengujian
Total Plate Count (TPC)

Jumlah koloni yang tumbuh diamati setelah 3 x 24 jam kemudian
dihitung kepadatan koloni bakteri yang mampu tumbuh pada media
agar Pikovskaya menggunakan colony counter. Rumus perhitungan

kepadatan koloni bakteri yang tumbuh sebagai berikut:

Jumlah koloni x Faktor pengenceran

Total koloni (CFU/g) = Berat tanah

Keterangan: CFU = Colony Forming Unit
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3.4.4 Pemurnian Isolat Bakteri Pelarut Fosfat

Koloni bakteri hasil isolasi diambil sebanyak 1 ose lalu digoreskan
pada media agar Pivokskaya dengan teknik streak plate metode
kuadran lalu diinkubasi pada suhu 37 °C selama 3 x 24 jam untuk
mendapatkan koloni tunggal. Selanjutnya koloni tunggal dibuat stok
pada media agar miring untuk dilakukan uji lanjutan.

Rota%e

Results:

Goal: Single colones in dth quadeant

Gambar 12. Teknik Streak Plate dengan Metode Kuadran.
(Sanders, 2012)

3.4.5 Perhitungan Nilai Indeks Kelarutan Fosfat (IKF) dan Seleksi
Bakteri Pelarut Fosfat

Indikator positif isolat yang berpotensi melarutkan fosfat ditandai
dengan terbentuknya zona bening (halozone) di sekeliling koloni.
Perwakilan isolat potensial ditumbuhkan kembali pada media agar
Pikovskaya dengan metode titik (spot inoculation), lalu cawan petri
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 3 x 24 jam. Kemampuan
pelarutan fosfat pada isolat bakteri dibuktikan berdasarkan nilai
indeks kelarutan fosfat (IKF) dengan rumus perhitungan menurut
Oksana dkk. (2020) sebagai berikut:
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DK >DZB

Gambar 13. llustrasi Perhitungan Nilai Indeks Kelarutan Fosfat.

DZB
IKF= —
DK
Keterangan:
IKF = Indeks Kelarutan Fosfat
DK = Diameter Koloni

DZB = Diameter Zona Bening
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Nilai indeks kelarutan fosfat dibagi menjadi empat kategori menurut

Mardyansah dan Trimulyono (2021), yaitu sebagai berikut:

e kategori sangat rendah dengan nilai indeks di bawah 1,00;
e kategori rendah dengan nilai indeks antara 1,00-2,00;

e kategori sedang dengan nilai indeks antara 2,00-3,00;

e kategori tinggi dengan nilai indeks di atas 3,00.

Sebanyak lima isolat bakteri terbaik yang dilihat berdasarkan
kemampuan melarutkan fosfat paling tinggi dipilih dan digunakan

untuk proses karakterisasi dan uji patogenitas.

Karakterisasi Morfologi Bakteri Pelarut Fosfat

Karakterisasi morfologi kultur murni bakteri pelarut fosfat dilakukan

untuk mengamati morfologi dari koloni yang telah diseleksi.

Karakterisasi morfologi diantaranya meliputi bentuk koloni, warna

koloni, bentuk tepi koloni, dan elevasi koloni.
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Gambar 14. Karakteristik Pola Pertumbuhan Koloni Bakteri.
(Petersen and McLaughlin, 2016)

3.4.7 Karakterisasi Fisiologi Bakteri Pelarut Fosfat
3.4.7.1 Uji Pewarnaan Gram

Biakan bakteri digoreskan 1 ose ke atas kaca objek secara
aseptik lalu diratakan dan difiksasi. Preparat lalu ditetesi
kristal violet dan didiamkan 1 menit, kemudian dibilas
dengan aquades mengalir dan dikeringanginkan. Preparat
ditetesi lugol/iodin dan didiamkan 1 menit, lalu dibilas
dengan aquades mengalir dan dikeringanginkan. Preparat
ditetesi alkohol 70 % selama 30 detik hingga lapisan
tampak lebih pucat. Terakhir, preparat ditetesi safranin dan
didiamkan 1 menit, lalu dibilas dengan aquades mengalir
dan dikeringanginkan. Peparat kemudian diamati di bawah
mikroskop mulai dari perbesaran kecil terlebih dahulu.
Pengamatan meliputi bentuk sel dan jenis Gram bakteri.
Jika sel bakteri tampak berwarna ungu menandakan sifat
bakteri tersebut Gram positif dan jika sel bakteri tampak
berwarna merah menandakan sifat bakteri tersebut Gram
negatif (Panjaitan dkk., 2020).
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Uji Pewarnaan Spora

Biakan bakteri digoreskan 1 ose ke atas kaca objek secara
aseptik lalu diratakan dan difiksasi. Preparat kemudian
ditetesi malachite green selama 10 menit lalu dibilas
dengan aquades mengalir dan dikeringanginkan. Preparat
lalu ditetesi safranin selama 5 detik, dibilas dengan aquades
mengalir dan dikeringanginkan. Peparat diamati di bawah
mikroskop mulai dari perbesaran kecil terlebih dahulu.
Pengamatan yang dilakukan meliputi bentuk spora dan

warna spora.
Uji Fermentasi Karbohidrat

Isolat bakteri pelarut fosfat diambil sebanyak 1 ose lalu
diinokulasikan ke dalam tabung reaksi yang berisi media
Nutrient Broth (NB) yang ditambahkan glukosa, sukrosa,
laktosa, serta indikator bromo cressol purple (BCP).
Tabung reaksi sebelumnya sudah dimasukkan tabung
Durham lalu diinkubasi pada suhu 37 °C selama 1 x 24 jam.
Hasil uji positif ditandai dengan terjadi perubahan warna
media menjadi kuning dan terbentuk gelembung gas di
dalam tabung Durham yang berarti bakteri mampu
memfermentasi karbohidrat (Nuryanti dkk., 2021).

Uji Katalase

Isolat bakteri diambil sebanyak 1 ose secara aseptik lalu
digoreskan di atas permukaan kaca objek. Preparat
kemudian ditetesi dengan larutan hidrogen peroksida
(H,0,) lalu dilakukan pengamatan. Hasil uji katalase
positif ditandai dengan terbentuknya gelembung-gelembung
gas pada isolat setelah ditambahkan larutan hidrogen
peroksida (Wibowo dkk., 2022).
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Gambar 15. Uji Katalase dengan Hasil Positif (Terbentuk
Gelembung Gas) (a) dan Hasil Negatif (Tidak
Terbentuk Gelembung Gas) (b).
(Khatoon et al., 2022)

3.4.7.5 Uji Motilitas

Isolat bakteri diambil sebanyak 1 ose lalu ditusukkan tegak
lurus ke dalam media Nutrient Agar semi solid. Media
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 1 x 24 jam. Hasil uji
positif ditandai dengan adanya sebaran bakteri pada media

sehingga warna media menjadi keruh (Wibowo dkk., 2022).

Gambar 16. Uji Motilitas dengan Hasil Positif (Ada
Sebaran Bakteri) (a) dan Hasil Negatif
(Tidak Ada Sebaran Bakteri) (b).
(Shield and Catchcart, 2011)

3.4.8 Uji Patogenitas Bakteri Pelarut Fosfat

Isolat bakteri diambil sebanyak 1 ose lalu diinokulasikan ke dalam
100 mL media cair Pikovskaya dan diinkubasi dengan shaker selama
1 x 24 jam. Selanjutnya 1 mL suspensi bakteri diinjeksikan pada sisi
abaksial daun tembakau dengan syringe steril, lalu titik injeksi diberi
label sesuai isolat. Pengamatan dilakukan setelah 2 x 24 jam dengan
melihat gejala nekrosis jika isolat bersifat patogen. Jika daun tetap

hijau berarti isolat tidak bersifat patogen (Hanif dan Susanti, 2017).
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3.6

Analisis Data

Data yang diperoleh disajikan dalam bentuk tabel dan gambar, kemudian

data dianalisis secara deskriptif.

Diagram Alir Penelitian

Pengambilan sampel tanah

v

Isolasi bakteri

v

Perhitungan total koloni dengan TPC

v

Pemurnian isolat bakteri

v

Perhitungan nilai IKF

v

A4

Karakterisasi morfologi:

Bentuk koloni
Warna koloni
Bentuk tepi koloni
Elevasi koloni

Karakterisasi fisiologi:

e Uji pewarnaan Gram

e Uji pewarnaan spora

e Uji fermentasi karbohidrat
e Uji katalase

e Uji motilitas

Uji patogenitas

\4

Analisis data

Gambar 17. Diagram Alir Penelitian.




V. PENUTUP

5.1 Simpulan

5.2

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, simpulan yang didapatkan

adalah sebagai berikut:

1.

diperoleh 5 isolat bakteri pelarut fosfat dari rhizosfer pisang Cavendish
yang memiliki kemampuan melarutkan fosfat tertinggi yaitu JE1 dengan
nilai IKF 3,65; JE2 dengan nilai IKF 3,63; JE3 dengan nilai IKF 3,13;
JE4 dengan nilai IKF 3,08; dan JE5 dengan nilai IKF 2,94;

karakteristik morfologi kelima isolat bakteri pelarut fosfat yaitu
memiliki bentuk koloni irregular dengan tepi undulate; warna koloni
didominasi putih dengan elevasi meliputi umbonate, raised, dan flat.
Karakteristik fisiologi kelima isolat bakteri pelarut fosfat yaitu memiliki
bentuk sel short bacil dan sifat Gram negatif, kecuali pada isolat JE5
yang memiliki sifat Gram positif; tidak membentuk spora; mampu
memfermentasi glukosa, namun tidak mampu memfermentasi sukrosa

dan laktosa; mampu menghasilkan enzim katalase; dan tidak motil;

3. isolat JE1 tidak bersifat patogen terhadap daun tembakau, sedangkan
isolat JE2, JE3, JE4, dan JES5 bersifat patogen terhadap daun tembakau.
Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai identifikasi spesies dari

kelima isolat bakteri pelarut fosfat yang didapatkan serta perlu dilakukan uji

viabilitas pada isolat JE1 dalam bahan pembawa kompos sebelum dijadikan

sebagai kandidat pupuk hayati.
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