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Abstrrak

Background: Asam indol asetat (IAA) merupakan salah satu hormon pertumbuhan tanaman vang berperan
penting dalam menstimulasi pertumbuhan tanaman. Peran IAA yang diproduksi eksogen dari bakteri
mampu mempercepat pertumbuhan tanaman dalam memacu proses diferensiasi pada akar dalam
membentuk rambut akar. Bakteri rizosfer kebanyakan sebagai penghasil IAA. Bacillus sp. merupakan salah
satu bakteri rizosfer dari tanaman. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui kandungan IAA dari Bacillus sp.
dengan melakukan pengukuran kadar JAA menggunakan metode kolorimetri Metode: Tahapan penelitian
meliputi peremajaan isolat uji, pembuatan kurva standar JAA dan mengukur kadar [AA dengan direaksikan
menggunakan reagen Salkowsky. Hasil: Hasil dari penelitian ini diperoleh kandungan IAA dar kultur
Bacillus sp. vang ditambahkan L-triptofan yaitu sebesar 39.92ppm. Kesimpulan: Kandungan [AA yang
dihasilkan Bacillus sp. tergolong cukup tinggi untuk dapat diaplikasikan sebagai bakteri pemacu
pertumbuhan tanaman (PGPR).

Kata kunci: Bacillus sp; metode kolorimetri; rizosfer; indole acetic acid

Abstract

Background: Indole acetic acid (IAA) is a plant growth hormone that has an important role for stimulation
growth of plants. The exogenous IAA produced by bacteria is able to accelerate the plant growth in
improving process of root differentiation to form root hairs. Rhizosphere bacteria mostly known as a
producer of IAA. Bacillus sp is one of rhizosphere bacteria on plants. The aim of this study was to
determine [AA content from Bacillus sp by measuring the levels of IAA using colorimetric method.
Methods: Stages of this study are as follows: recultures of testing isolates, manufactures I44 standard
curve and measures levels of IA4 which reacted to Salkowsky reagent. Results: Results showed that 144
content of Bacillus sp which were obtained by adding L- tryptophan was 39.92 ppm.Conclusions: 144
content which produced by Bacillus sp is high enough to be applied as a plant growth promoter bacteria
(PGPR).
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PENDAHULUAN

Modal yang dibutuhkan untuk
mencapai produktivitas tanaman adalah faktor
pemupukan. Pupuk kimia yang digunakan untuk
tanaman bersifat tidak ramah lingkungan.
Penggunaan pupuk kimia dapat menurunkan

dasar

kualitas tanah (Geisseler & Scow, 2014).
Perkembangan teknologi telah mendorong
berkembang produk alternatif yang ramah

lingkungan. Salah satunya yaitu senyawa alami
yang dapat memacu pertumbuhan tanaman.
Senyawa alami yang dapat menstimulasi
pertumbuhan tanaman yaitu senyawa fitohormon
(Tahir et al., 2017).

Fitohormon  berperan  penting  dalam
pengaturan pertumbuhan dan perkembangan
klasifikasi konvensional,
terdapat lima kelompok fitohormon: auksin,
giberelin, etilena, sitokinin, dan asam absisat.
Peran fitohormon pada proses fisiologis beragam,
termasuk  mengatur masa dan
perkecambahan  biji,  pembentukan  akar,
pemotongan, serta pembentukan percabangan
pada tanaman (Tsavkelova er al., 2000). Indole
Acetic Acid (IAA) adalah salah satu dari auksin
yang paling aktif secara fisiologis.

Asam indol asetat (IAA) berperan sebagai
salah satu hormon yang sangat penting selama

tanaman. Menurut

dormansi

pembentukan  dan
tanaman. Hormon ini memiliki peran yang
penting dalam berbagai aspek. antara lain dalam
proses pemanjangan dan pembelahan sel,
diferensiasi, tropisme, dominansi apikal, absisi
dan pembungaan (Zhao et al., 2001).

IAA dapat diproduksi oleh tanaman secara
endogen, namun IAA yang dihasilkan belum
optimal, sehingga membutuhkan IAA vang
berasal dari luar tanaman vaitu [AA eksogen.
IAA eksogen berasal dari mikroorganisme yang
hidup  di sekitar  rizosfer  tanaman.
Mikroorganisme penghuni tanaman
memanfaatkan eksudat tanaman (substrat) untuk
mensintesis mensintesis dan melepaskan auksin
sebagai metabolit sekunder (Ljung, 2013). Jenis
eksudat akar yang dikeluarkan oleh masing-

pertumbuhan  vegetatif

rizosfer
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masing tanaman berbeda-beda dapat meliputi
komponen gula, asam amino, dan asam organik
(Carvalhais et al., 2010).

[AA wmum diproduksi dari metabolisme L-
tryptofan  oleh
termasuk Plant Growth Promoting Rhizobacteria
(PGPR) (Lynch., 1985, Shahab et al., 2009).
Jalur biosintesis [AA sangat bergantung pada
komponen asam amino yang dikeluarkan yaitu
triptofan sebagai prekursor sintesis IAA (Spaepen

beberapa  mikroorganisme

et al., 2007). Asam indol asetat dan asam 1indol
butirat diproduksi oleh bakteri dalam berbagai
konsentrasi  dengan
memberikan efek stimulasi pada pertumbuhan
akar dan pemanjangan tunas kacang hijau (Vigna
radiata) (Shahab et al., 2009).

Bakteri yang hidup di sekitar rizosfer
tanaman dinamakan rizobakteria. Rizobakteria
dikenal sebagai PGPR yang membantu banyak
aspek pertumbuhan tanaman (Vassey.2003).
PGPR penting bagi bidang pertanian sebagai
alternatif senyawa alami untuk mengurangi

penambahan  triptofan

penggunaan pupuk sintesis (Tahir et al., 2015).
Sebagian besar mikroba yang ditemukan mampu
mensintesis [AA merupakan mikroba hasil isolasi
nzosfer tanaman. Beberapa bakteri rzosfer
antara lain Azospirillum sp., Azotobacter sp. dan
Enterobacter sp. dapat memberikan efek
menguntungkan bagi pertumbuhan tanaman
(Akbari et al., 2007). Baecillus sp. merupakan
salah satu bakteri yang berasal dari rizosfer
tanaman. Berdasarkan informasi bahwa bakteri
yang berasal dari rizosfer dapat bertindak sebagai
pemacu pertumbuhan tanaman, maka perlu
dilakukan penelitian yang bertujuan untuk
mengukur kandungan IAA (Indol Acetic Acid)
dari Bacillus sp. yang menggunakan jalur indole-
3-acetamide parthway dengan penambahan I.-
Triptofan.

MATERI DAN METODE

Alat dan Bahan
Alat yang digunakan pada penelitian yaitu
spektrofotometri UV-Vis. Bahan yang digunakan
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meliputi bakter1 Bacillus sp.. reagen Salkowsky,
dan triptofan.

Prosedur Peneliitan

Peremagjaan isolat

Peremajaan  isolat  bakteri  dengan
menumbuhkan stok Bacillus sp. pada medium
Nutrient Agar (NA) dengan cara digores kuadran.
Isolat vang telah murni dibuat replika sebagai

biakan kerja.

Pembuatan Kultur Bakteri

Biakan Bacillus sp. dalam tabung miring
diambil satu lup dengan menggunakan ose untuk
dikulturkan dalam medium Nutrient Broth (NB)
yang telah ditambahkan 1 mM L-triptofan.
Kemudian diinkubasi pada inkubator bergoyang
sampai kepadatan sel mencapai 10* sel/ml.

Pengukuran Kadar IAA dengan Metode
Kolorimetri

Biakan bakteri yang telah dikulturkan
dalam medium NB yang mengandung triptofan
lalu disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 x g
suhu 4 °C selama 10 menit, kemudian supernatan
hasil sentrifugasi diambil dan dimasukkan ke
labu  Erlenmeyer
dijadikan sampel uji. Sebanyak 1 ml biakan
bakteri ditambahkan dengan 2 ml reagen
Salkowsky kemudian diinkubasi selama 15 menit
di ruang gelap, dan selanjutnya diamati secara
kualitatif berdasarkan perubahan warna menjadi
merah muda vang mengindikasikan adanya
aktivitas JAA. Selain itu secara kuantitatif diukur
menggunakan spektrofotometri pada panjang

dalam untuk  kemudian

gelombang A 520 nm. Hasil absorbansi kemudian
dimasukkan ke dalam persamaan kurva standar
TIAA 0-60 ppm untuk memperoleh konsentrasi
akhir yang menunjukkan adanya aktivitas IAA
dari bakteri yang diuji (Pattern & Glick, 2002).

HASIL
Konsentrasi IAA dari Bacillus sp. diketahui
dengan mengukur nilai  absorbansi  yang

dibandingkan dengan IAA standar. Konsentrasi
TAA standar dibuat mulai dari 0 ppm hingga 60
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ppm. Perbandingan kultur Bacillus sp. dengan
standar TAA sintetik dapat dilihat pada Gambar 1.
Sampel menunjukkan reaksi positif yaitu mampu
menghasilkan TAA secara kualitatif dengan
melihat parameter perubahan warna menjadi
merah muda. Warna merah muda vang berasal
dari sampel mengindikasikan bahwa Bacillus sp.
mampu menghasilkan [AA. Reaksi Fe yang
berasal dari reagen Salkowsky dengan IAA akan
membentuk senyawa kompleks. Interaksi kedua
senyawa tersebut akan terlihat perubahan warna
menjadi merah muda. Semakin tinggi kandungan
IAA yang dihasilkan maka perubahan warna
akan semakin pekat. Perubahan warna secara
bertingkat terjadi pada standar JAA sintetik yang
digunakan (Gambar 1a) dan sampel menunjukkan
reaksi positif (1b).

IAA  secara

Gambar 1. Pengukuran  konsentrasi
kualitatif menggunakan metode kolorimetri. Ket. (a)
Konsentrasi standar IAA sintetik(0-60 ppm). (b)
Sampel kultur Bacillus sp.

Hasil analisis reaksi dari kultur diambil
supernatan bakteri dan direaksikan dengan reagen
Salkowsky. Pembuatan kurva IAA
bertujuan memperoleh persamaan regresi untuk
perhitungan konsentrasi IAA sampel. Pengukuran
absorbansi  dilakukan  dilakukan  dengan
menggunakan spektrofotometri panjang
gelombang 520 nm. Hasil pengukuran diolah
menjadi grafik seperti pada Gambar 2.

Persamaan regresi terlihat pada (Gambar
2), dimana y= 0.013x + 0014 dan mlai
regresinya adalah 0.992. Persamaan regresi
diperoleh dari nilai absorbansi IAA standar dan
sampel seperti disajikan pada Tabel 1

standar
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Gambar 2. Kurva standar JAA

Tabel 1. Nilai absorbansi IAA standar dan sampel

Konsentrasi Absorbansi Absorbansi
(ppm) A=520 nm Akhir

0 0.009 0

10 0.138 0.129

20 0.295 0.286

30 0.450 0.441

40 0.571 0.562

50 0.699 0.690

60 0.774 0.765
Sampel 0.550 0.541

Hasil pengukuran absorbansi sampel yaitu
0.541 sebagai nilai v dan dikalkulasi ke dalam
persamaan regresi untuk mencari nilai x. Nilai x
adalah kadar IAA yang dihasilkan oleh sampel.
Sampel Bacillus sp. yang diukur memiliki
kandungan IAA sebesar 39,92 ppm. Dilihat dari
Tabel 1 sampel
absorbansi IAA standar yaitu 0,562 dengan nilai
TAA sebesar 42 ppm.

absorbansi sama dengan

PEMBAHASAN

Pengukuran Indole Acetic acid (IAA) dari
sampel Bacillus sp. diperoleh sebesar 39,92 ppm
dengan menambahkan L-triptofan. Penambahan
triptofan mempengaruhi IAA eksogen yang
dihasilkan oleh bakteri. Hal ini dikarenakan
triptofan merupakan prekursor vang berperan
dalam biosintesis IAA. Pada bakteri, senyawa
IAA dihasilkan melalui lintasan IPyA. proses
sintesis [AA diubah dari L-Trp dengan
melibatkan enzim seperti enzim Trp transaminase
yang akan mengakumulasi L-Trp menjadi asam
indol piruvat yang akan diubah menjadi IAA
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(Patten & Glick 2002); (Ljung, 2013).
Ditambahkan Spaepen ef al, (2007); Spaepen &
Vanderleyden (2011) terdapat jalur sintesis IAA
pada bakteri melalui jalur triptofan yaitu Indole-
3-acetamide pathway (IAM) dengan dua tahapan.
Tahap Pertama dikonversi IAM oleh enzim
tryptophan-2-monooxygenase  (laaM),  yang
dikodekan oleh gen diaa. Pada tahap kedua IAM
diubah menjadi IAA oleh IAM hydrolase (laakH)
yang dikodekan oleh gen iaaH.

[AA yang diperoleh dari sampel penelitian
merupakan kalibrasi dari absorbansi yang diukur
dan dibandingkan dengan absorbansi IAA
standar. IAA standar yang digunakan adalah IAA
sintetik. Kadar IAA yang terdapat dalam kultur
Bacillus sp. sebesar 39,92 ppm tergolong cukup
tinggi. Hal tersebut ditunjukkan nilai IAA sama
dengan kadar IAA sintetik pada konsentrasi 40
ppm. Pengukuran TAA dari sampel diperoleh dari
kultur Bacillus sp. berumur 24 jam dengan
opticel density (OD) mencapai 10* sel/ml.
Kepadatan sel bakteri tersebut berada pada fase
stasioner. Memasuki fase stasioner. nutrisi di
dalam  medium  mulai  berkurang  dan
menyebabkan bakteri memproduksi IAA pada
fase ini. Hal in1 sesuai dengan Wahyudi e al,
(2011) bahwa 1AA
dihasilkan pada fase stasioner.

Kandungan IAA dari sampel diduga dapat
memberikan pengaruh terhadap tanaman. Hal
tersebut sesuai dengan Astriami ef al, (2016)
yang melaporkan  rhizobakteria  Bacillus
thuringiensis ~ menghasilkan IAA  sebesar
3,99ppm mampu memacu pemanjangan akar
pada benih kelapa sawit. Ditambahkan Lwin et
al, (2012) melaporkan Bacillus spp. memiliki
kisaran IAA mulai dari 53,1 ppm sampai optimal
71,1 ppm mampu memacu pertumbuhan kedelai.
Penelitian Wahyudi ef a/, (2011) menambahkan
Bacillus sp. dengan konsentrasi IAA vyang
dihasilkan 15,20 mg/l. mampu
meningkatkan pertumbuhan tunas, akar primer,
dan akar lateral langsung  dalam
merangsang sel tanaman.

Pengaruh [AA yang tinggi tidak selalu
memberikan pengaruh baik bagi pertumbuhan

mengatakan produksi

sebesar

secara
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tanaman. Dilaporkan Arvanta (2004), bahwa
konsentrasi IAA  vyang  tinggi  dapat
mempengaruhi penghambatan perpanjangan sel.
Kandungan TAA dari kultur Bacillus sp. pada
penelitian ini memiliki potensi untuk dapat
diaplikasikan sebagai bakteri pemacu
pertumbuhan tanaman. Dilaporkan Pattern &
Glick, (2002) bahwa konsentrasi [AA yang
rendah 10-9 dan 10-12 M berpengaruh pada
pertumbuhan akar primer dan konsentrasi [AA
yang tinggi menghambat pertumbuhan akar.

IAA  yang  dihasilkan
mempunyal  kisaran dalam  meningkatkan
pertumbuhan tanaman. IAA tergolong auksin
alami yang memiliki komponen cincin indol dan
berperan memainkan peranan dalam
menstimulasi pembelahan sel dan pemanjangan
sel (Apine & Jadhav, 2010). IAA eksogen yang
disekresikan oleh bakteri dapat meningkatkan
pertumbuhan  akar
pemanjangan  sel
Senyawa IAA mempengaruhi aktivitas ACC

Konsentrasi

secara

langsung dengan
merangsang tumbuhan.
deaminase bakteri. Stimulasi akar adventif dan
lateral  dipengaruhi  oleh  ethylene  yang
disebabkan oleh IAA. Sehingga kenaikan jumlah
akar akan berkorelasi dengan produksi etilen.
Ketika produksi etilen yang dihasilkan tinggi
maka akan mempengaruhi  pertumbuhan.
Terbukti ketika kadar IAA eksogen tinggi maka
akan menghambat pertumbuhan elongasi pada
akar (Patten & Glick, 2002).

KESIMPULAN

Kandungan IAA dari Bacillus sp dengan
metode kolorimetri diperoleh sebesar 39,92ppm
dengan penambahan Hal i
mengindikasikan Bacillus sp memiliki potensi
vang cukup tinggi sebagai bakteri pemacu

L-triptopan.

pertumbuhan tanaman.
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