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ABSTRAK 

Penggunaan pupuk kimia dalam jangka panjang 
menyebabkan kerusakan tanah dan menurunkan 
produktivitas jagung yang kemungkinan disebabkan oleh 
menurunnya aktivitas PGPR (Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria) yang ada di lingkungan. Oleh karena itu, penting 
untuk menentukan apakah aktivitas PGPR pada tanah yang 
mengalami pemupukan kimiawi mengalami penurunan. Pada 
penelitian ini, efek dari tiga isolat PGPR yang berasal dari tanah 
yang dipupuk kimia dan tiga isolat dari tanah yang tidak 
dipupuk dibandingkan secara terpisah. Parameter 
pengamatan meliputi panjang akar, tinggi tanaman, berat 
basah dan kering, dan jumlah daun jagung (Zea mays L.) selama 
fase V1-V3, dengan jagung ditanam pada media agar di rumah 
kaca selama 7 hari. Dampak perlakuan yang berbeda dari 
perendaman dan penyiraman inokulum, serta pemotongan 
akar dan tanpa pemotongan, pada panjang akar jagung juga 
diamati. Selanjutnya, masing-masing isolat dari tanah yang 
dipupuk dan tidak dipupuk dengan aktivitas tertinggi 
diidentifikasi dengan Gen 16S rRNA. Aplikasi isolat dari tanah 
yang dipupuk kimia menunjukkan hasil yang lebih baik, 
dengan tinggi tanaman, panjang akar, berat basah dan kering, 
serta jumlah daun masing-masing 3,64%, 71,74%, 1,60%, dan 
14,71% lebih tinggi dibandingkan dengan isolat dari tanah 
yang tidak dipupuk. Selain itu, perlakuan perendaman 
menghasilkan panjang akar 13,89% lebih panjang 
dibandingkan dengan penyiraman, dan perlakuan tanpa 
pemotongan akar 15,25% lebih panjang dibandingkan dengan 
perlakuan pemotongan. Identifikasi Gen 16S rRNA terhadap 
isolat dengan aktivitas tertinggi dari tanah yang dipupuk 
kimiawi dan tanah tidak dipupuk menunjukkan keduanya 
adalah Bacillus cereus. Penelitian ini menunjukkan isolat dari 
tanah yang dipupuk kimiawi memiliki aktivitas yang lebih baik 
dibandingkan dengan isolat dari tanah yang tidak dipupuk . 

 
Kata kunci : Bacillus cereus, jagung, PGPR, pupuk kimia 
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ABSTRACT 

The prolonged use of chemical fertilizers can lead to soil 
damage and reduce maize productivity, likely due to the 
decrease in the activity of PGPR (Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria) present in the environment. Therefore, it is 
crucial to determine whether the activity of PGPR in soil 
subjected to chemical fertilization has decreased. In this study, 
the effects of three isolates of PGPR originating from chemically 
fertilized soil and three isolates from unfertilized soil were 
investigated separately. The observation parameters included 
root length, plant height, wet and dry weight, and the number of 
maize (Zea mays L.) leaves during the V1-V3 phase, with the 
maize planted in agar media in greenhouse experiments for 7 
days. The impact of different treatments of inoculum soaking and 
watering, as well as root cutting and no cutting, on maize root 
length was also observed. Furthermore, one isolate each from 
chemically fertilized and unfertilized soil with the highest 
activity was identified using the 16S rRNA gene. The application 
of isolates originating from chemically fertilized soil showed 
better results, with plant height, root length, wet and dry weight, 
and leaf number being 3.64%, 71.74%, 1.60%, and 14.71% 
higher, respectively, compared to isolates from unfertilized soil. 
Additionally, soaking treatment resulted in 13.89% longer root 
length compared to watering, and the treatment without root 
cutting was 15.25% longer than the cutting treatment. 16S rRNA 
gene identification conducted on isolates with the highest 
activity from chemically fertilized and unfertilized soil revealed 
that both isolates were Bacillus cereus. The main finding of this 
study is that isolates originating from chemically fertilized soil 
exhibit better activity compared to isolates from unfertilized soil. 
However, further molecular research is needed to investigate 
why this phenomenon occurs. 

 
Keyword : Bacillus cereus, chemical fertilizer, maize, PGPR 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

Jagung menjadi komoditas agronomi Indonesia 

terbesar kedua setelah padi dengan total produksi tahun 

2020 sebanyak 29,02 juta ton (Badan Pusat Statistik, 2021). 

Produktivitas jagung terus mengalami peningkatan dengan 

nilai rata-rata 2,21% pada tahun 2016-2020. Provinsi Jawa 

Timur konsisten menjadi produsen jagung tertinggi di 

Indonesia dengan hasil 5.2 juta ton pada 2020 dan 

Kabupaten Lamongan berada pada peringkat ketiga dengan 

hasil panen 383.267 ton (Badan Pusat Statistik, 2021). 

Beberapa faktor yang mendukung produktivitas jagung 

secara biologis (biological yield) meliputi kompetisi dengan 

gulma, genotipe, jarak tanam, dan faktor lingkungan yang 

meliputi kondisi iklim (suhu dan curah hujan), hama, 

penyakit, serta kondisi tanah (tekstur, pH, unsur hara) 

(Cong, 2021; Mncube et al., 2024).  

Unsur hara didefinisikan sebagai zat yang diperlukan 

tanaman untuk melakukan metabolisme sehingga tanaman 

tidak dapat tumbuh dan berkembang tanpa adanya unsur 

tersebut (Brown et al., 2022). Salah satu unsur hara yakni 

nitrogen terlibat dalam bagian struktural berbagai molekul 

tanaman seperti asam amino, klorofil, asam nukleat, ATP dan 

fitohormon yang diperlukan dalam menyelesaikan proses 
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biologis (Anas et al., 2020). Pengambilan unsur hara oleh 

tanaman secara berkepanjangan menyebabkan tanah 

kekurangan unsur hara sehingga menurunkan hasil panen 

(Liu et al., 2021; Sarr et al., 2019). Salah satu solusi untuk 

mengatasi masalah tersebut adalah dengan melakukan 

pemupukan (Krasilnikov et al., 2022). Aplikasi pupuk 

diyakini telah bertanggungjawab atas peningkatan 50% hasil 

panen jagung pada abad ke-20 (Yousaf et al., 2017). Hal 

tersebut didukung Adoko et al., (2022); Galindo et al., (2022) 

& Romero-Cortes et al., (2022) yang menyatakan pemberian 

pupuk secara nyata berpengaruh terhadap kelimpahan unsur 

hara tanah, pertumbuhan, anatomi, morfo-fisiologi dan hasil 

produksi jagung. 

Penggunaan pupuk di Indonesia didominasi oleh 

pupuk kimia dengan rata-rata penggunaan sebesar 216,98 

kg/hektar (Badan Pusat Statistik, 2021). Namun penggunaan 

pupuk kimia berlebihan dan berkepanjangan menyebabkan 

penurunan pH yang berpengaruh pada kemampuan 

penyerapan unsur hara, merusak struktur tanah sehingga 

aerasi terganggu, serta meningkatkan polutan tanah yang 

berakibat pada penurunan karbon organik tanah dan 

kerusakan mikro-ekologi rizosfer serta meningkatkan 

aktivitas ion logam berat di dalam tanah yang pada akhirnya 

menghambat pertumbuhan tanaman serta secara bertahap 

menurunkan keragaman dan aktivitas bakteri tanah yang 
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memiliki peran penting dalam mendukung produktivitas 

tanaman (Bai et al., 2020; Carrazco et al., 2022; Li et al., 2018; 

Rahman et al., 2020). 

Kelompok Plant Growth Promoting Rhizobia (PGPR) 

dapat meningkatkan pertumbuhan dan perkembangan 

tanaman dengan cara memfiksasi nitrogen di atmosfer, 

melarutkan mineral fosfat dan kalium, memproduksi 

fitohormon, dan mensintesis enzim pertumbuhan tanaman. 

Selain itu PGPR bersaing dengan fitopatogen dalam 

mendapatkan nutrisi serta menghasilkan metabolit sekunder 

yang bersifat  antifungi dan antibiotik terhadap patogen lain. 

(Nascimento et al., 2020; Sandilya et al., 2017; Vejan et al., 

2016). Dalam proses meningkatkan pertumbuhan, PGPR 

membutuhkan lingkungan yang sesuai untuk melakukan 

metabolisme sehingga kerusakan tanah akibat pupuk kimia 

akan menghambat metabolisme PGPR yang berakibat 

produktivitas tanaman menurun dan menjadi rentan 

terhadap penyakit (Naz et al., 2022; Wang et al., 2022; Yu et 

al., 2022).  

Beberapa penelitian terkait keragaman dan aktivitas 

PGPR pada tanah terpupuk kimia telah dilakukan, seperti 

penelitian Reid et al., (2021) yang menyimpulkan pemberian 

pupuk kimia menurunkan kelimpahan bakteri pelarut 

nitrogen, fosfat, kalium, besi dan seng pada rizosfer gandum 

di Inggris. Namun penelitian mengenai perbandingan 
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aktivitas dan kelimpahan komunitas PGPR asal tanah 

terpupuk dan tidak terpupuk pada jagung masih sangat 

terbatas. 

Penelitian yang dilakukan di Indonesia sebagian besar 

berfokus membandingkan sifat kimia pada tanah terpupuk 

kimia dan organik (Murnita & Taher, 2021; Priambodo et al., 

2019). Penelitian dengan fokus utama aktivitas PGPR asal 

tanah terpupuk dan tidak terpupuk kimia dalam menginduksi 

pertumbuhan jagung belum dilakukan. Oleh karena itu 

penelitian ini penting dilakukan guna mengetahui adanya 

kemungkinan perbedaan aktivitas serta mengidentifikasi 

spesies PGPR dari kedua jenis tanah tersebut. Selain itu, isolat 

yang memiliki aktivitas tertinggi dalam menginduksi 

pertumbuhan jagung dari penelitian ini dapat dikembangkan 

sebagai pupuk hayati sehingga sekaligus memberikan solusi 

untuk permasalahan efek samping penggunaan pupuk kimia 

berkepanjangan guna mendukung pertanian berkelanjutan. 

B. Rumusan Masalah 

Berdasarkan  latar  belakang  yang  telah  diulas, rumusan 

masalah dalam penelitian ini adalah 

1. Bagaimana aktivitas isolat Plant Growth Promoting Rhizobia 

(PGPR) asal tanah terpupuk dan tidak terpupuk kimia dalam 

menginduksi pertumbuhan jagung? 
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2. Apa saja spesies Plant Growth Promoting Rhizobia (PGPR) dari 

tanah terpupuk dan tidak terpupuk yang memiliki aktivitas 

tertinggi dalam menginduksi pertumbuhan jagung? 

C. Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah 

1. Menganalisis aktivitas PGPR pada tanah terpupuk dan tidak 

terpupuk kimia dalam menginduksi pertumbuhan jagung. 

2. Mengidentifikasi spesies PGPR dari tanah terpupuk dan tidak 

terpupuk yang memiliki aktivitas tertinggi dalam 

menginduksi pertumbuhan jagung. 

D. Manfaat Penelitian 

Hasil  dari  penelitian  ini  diharapkan  memiliki beberapa 

manfaat untuk beberapa pihak 

1. Manfaat Teoritis 

Penelitian ini memberikan pemahaman lebih 

mendalam terkait aktivitas isolat Plant Growth Promoting 

Rhizobia dari tanah terpupuk dan tidak terpupuk kimia, 

sehingga berguna sebagai rujukan dalam penelitian serta 

pengembangan praktek pertanian berkelanjutan 

kedepannya. 

2. Manfaat Praktis 

a. Bagi Peneliti 

Penelitian ini bermanfaat untuk menambah pengetahuan 

terkait Plant Growth Promoting Rhizobia serta menjadi 

kesempatan untuk secara langsung mempraktekkan ilmu 
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yang telah didapatkan di bangku perkuliahan dalam bidang 

riset mikrobiologi, fisiologi tumbuhan dan molekuler. 

b. Bagi Masyarakat 

Penelitian ini berpotensi untuk menemukan akar dari 

masalah kesuburan tanah yang terus berkurang sehingga 

menyebabkan kebutuhan akan pupuk kimia bertambah, selain 

itu penelitian ini memberikan pemahaman yang lebih baik 

terkait aktivitas PGPR asal tanah terpupuk dan tidak terpupuk 

kimia terhadap pertumbuhan jagung sebagai rujukan dalam 

mengelola pertanian yang berkelanjutan. 

c. Bagi Instansi 

Penelitian ini meningkatkan reputasi institusi sebagai 

pusat riset biologi yang inovatif dan berorientasi pada solusi. 

Sehingga diharapkan meningkatkan visibilitas dan minat para 

peneliti serta mahasiswa dalam bidang mikrobiologi, fisiologi 

tumbuhan serta molekuler.
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BAB II  

LANDASAN PUSTAKA 

A. Kajian Teori 

1. Unsur Hara Tanaman 

Unsur hara didefinisikan sebagai unsur yang esensial atau 

penting keberadaannya untuk pertumbuhan dan 

perkembangan tanaman. Suatu unsur dianggap penting jika 

siklus hidup tanaman tidak diselesaikan tanpa adanya unsur 

tersebut (Brown et al., 2022). Tanaman membutuhkan 17 

unsur hara yang terbagi kedalam 9 unsur makro yang  

dibutuhkan dalam jumlah besar oleh tanaman meliputi karbon 

(C), hidrogen (H), oksigen (O), nitrogen (N), fosfat (P), kalium 

(K), kalsium (Ca), belerang (S), dan magnesium (Mg) serta 8 

unsur mikro yang dibutuhkan tanaman dalam jumlah sangat 

kecil yang meliputi besi (Fe), tembaga (Cu), zinc (Zn), mangan 

(Mn), nikel (Ni), boron (B), molybdenum (Mo) dan klor (Cl) 

(Uchida, 2000). Nitrogen (N), fosfat (P), belerang (S), seng (Zn), 

dan besi (Fe) merupakan beberapa nutrisi vital untuk 

pertumbuhan, perkembangan, dan produktivitas tanaman 

yang optimal. Kekurangan salah satu unsur hara ini 

menyebabkan cacat pada pertumbuhan dan penurunan 

produktivitas (Kumar et al., 2021). 

Nitrogen diperlukan untuk pertumbuhan vegetatif 

tanaman pangan dan berperan dalam sintesis pati dalam daun, 

produksi asam amino untuk sintesis protein, dan hasil 
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tanaman sekunder (Gupta & Roy, 2021; Sun et al., 2020). 

Kekurangan nitrogen menyebabkan klorosis pada daun serta 

terhambatnya pertumbuhan karena berkurangnya 

pembelahan sel (Saloner & Bernstein, 2021). Fosfat diperlukan 

untuk berbagai proses seluler seperti fotosintesis, 

metabolisme karbohidrat, produksi energi, dan pensinyalan. 

Fosfat bekerja sebagai aktivator lebih dari 60 enzim pada 

tanaman, mengatur kadar air, membantu perkembangan akar, 

serta inisiasi bunga dan benih serta perkembangan buah 

(Razaq et al., 2017). Kekurangan fosfat menyebabkan tanaman 

menjadi kerdil & perkembangan buah terhambat (Malhotra et 

al., 2018).  

Besi (Fe) diperlukan untuk sintesis klorofil dan 

pemeliharaan struktur dan fungsi kloroplas, defisiensi Fe 

mengakibatkan klorosis interveinal (tulang daun tetap hijau 

namun jaringan disekitarnya berubah menjadi kuning) pada 

daun muda, pertumbuhan akar terhambat, dan penurunan 

kualitas nutrisi (Colombo et al., 2014). Zinc (Zn) diperlukan 

untuk pertumbuhan tanaman yang optimal, karena 

berpengaruh pada proses biologis termasuk proliferasi sel, 

metabolisme karbohidrat, dan interaksi P-Zn. Defisiensi Zn 

menyebabkan daun klorotik berubah bentuk, penurunan 

fotosintesis, dan penurunan produksi biomassa yang 

menyebabkan pertumbuhan tanaman berkurang, dan kualitas 

nutrisi hasil panen yang buruk (Zhao et al., 2017). 
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2. Pupuk Kimia 

Pupuk kimia merupakan pupuk yang diproduksi industri 

melalui proses kimiawi, ekstraksi mineral, atau dengan 

penggilingan mekanis (FAO, 2019). Pupuk kimia berfungsi 

untuk mencukupi kebutuhan tanaman terhadap suatu unsur 

secara spesifik dan instan (Rahmawati & Widyasari, 2021). 

Pupuk kimia dibagi menjadi dua yaitu pupuk tunggal yang 

hanya mengandung satu jenis unsur hara makro, seperti Urea, 

N, P, dan K. serta pupuk majemuk dengan kandungan lebih dari 

satu unsur makro didalamnya, seperti N, P, dan K yang 

dijadikan satu (Kumolontang et al., 2022).  

Penggunaan pupuk kimia penting untuk meningkatkan 

produktivitas (Kementan, 2020). Tanah tidak cukup subur 

untuk menyediakan unsur hara makro dan mikro esensial bagi 

tanaman dalam jumlah yang cukup sehingga tanaman 

membutuhkan sumber nutrisi lain (Salem et al., 2021). Pupuk 

kimia secara signifikan meningkatkan produktivitas pertanian 

dengan memberikan nutrisi yang optimal kepada tanaman. 

Penggunaan pupuk kimia yang sesuai menghasilkan 

pertumbuhan yang lebih baik, produksi lebih tinggi dan hasil 

panen yang lebih besar (Gassner et al., 2019; Jaja & Barber, 

2017; W. Wu et al., 2017). 
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3. Bakteri 

Bakteri diklasifikasikan sebagai organisme uniseluler 

prokariotik yang berkembang biak melalui pembelahan biner 

dengan dinding sel tersusun dari protein khusus yang 

dinamakan peptidoglikan. Peptidoglikan terdiri dari prekursor 

disakarida-pentapeptida yang terdiri dari dua aminogula, N-

asetilglukosamin (GlcNAc) dan N-asetilmuramat (MurNAc) 

yang terhubung oleh ikatan glikosidik β-1,4 (Do rr et al., 2019). 

Ukuran bakteri bervariasi mulai 1–10 µm. Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, dan Caulobacter 

crescentus yang merupakan model paling umum bakteri dalam 

biologi memiliki ukuran yang kurang lebih sama, sekitar 1-1,4 

µm (Levin & Angert, 2015).  

Bentuk bakteri bervariasi seperti terlihat pada Gambar 

2.1 yang dipengaruhi oleh penicillin-binding protein (PBPs) 

yang melakukan sintesis dan perombakan peptidoglikan 

sesuai fase pertumbuhan sel. Dalam proses tersebut, PBPs 

menciptakan morfologi kerangka peptidoglikan bersama 

protein sitoskeleton. Jenis PBPs yang berbeda memiliki peran 

yang berbeda dalam pembelahan sel sehingga membentuk 

morfologi yang berbeda (Cabeen & Jacobs, 2005; Popham & 

Young, 2003). Selain batang, bulat, dan spiral yang sudah 

dikenal, bentuk-bentuk lain seperti bintang, kumis, ular-

ularan, dan cabang-cabang lain memiliki presentase yang 
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besar namun belum terdefinisi menyeluruh (Teeseling et al., 

2017). 

 

 

Gambar 2. 1 Ilustrasi bentuk bakteri (Young, 2006) 

Selain bentuk, bakteri dibagi berdasarkan “gram” yang 

meliputi gram positif dan gram negatif. Adalah Hans Cristian 

Gram, ilmuwan asal Denmark yang pertama kali melakukan 

pewarnaan bakteri pada 1884. Pewarnaan Gram membedakan 

bakteri Gram positif dan Gram negatif berdasarkan pewarnaan 

diferensial dengan kompleks cyrstal violet dan pewarna 

kontras safranin. Dinding sel bakteri gram positif akan 

mempertahankan kompleks crystal violet setelah dibilas 

dengan alkohol dan tampak ungu, sedangkan bakteri gram 

negatif mengalami dekolorisasi setelah dibilas dengan alkohol 

dan tampak berwarna merah akibat pewarna safranin seperti 

pada Gambar 2.2 (Prochnow et al., 2016). 
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Gambar 2. 2 Hasil pewarnaan gram (Boyanova, 2018) 

 Bakteri hidup di semua tempat mulai tanah hingga 

mata air panas dan bersimbiosis dengan banyak organisme 

lain, seperti hewan, tumbuhan hingga manusia (Das et al., 

2022). Bakteri berperan penting untuk kehidupan dengan 

berperan dalam siklus biogeokimia. Peran bakteri dalam daur 

ulang biomassa tidak dapat dilakukan oleh jamur atau protista, 

sehingga tanpa peran bakteri unsur hara makro dan unsur 

hara mikro yang tersedia di darat dan perairan akan habis. 

Tanpa adanya bakteri, sumber makanan sulit didapatkan 

karena sebagian besar ternak ruminansia tidak dapat hidup 

tanpa simbion dengan bakteri serta tanaman yang akan 

dengan cepat kekurangan nutrisi yang berdampak pada 

kematian (Gilbert & Neufeld, 2014). 

4. Plant Growth Promoting Rhizobia (PGPR) 

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) dikenal 

sebagai bakteri yang mendiami rizosfer yang meningkatkan 
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pertumbuhan tanaman melalui berbagai mekanisme seperti 

pelarutan fosfat, produksi siderophore, fiksasi nitrogen 

biologis, rekayasa rizosfer, produksi 1-Aminocyclopropane-1-

karboksilat deaminase (ACC), quorum sensing (QS), produksi 

fitohormon, aktivitas antifungi, produksi volatile organic 

compound (VOC), induksi resistensi sistemik, mendorong 

simbiosis mikroba-tanaman yang menguntungkan, 

mengganggu produksi toksin oleh patogen, meningkatkan 

toleransi stress, menekan pertumbuhan patogen dan lain-lain. 

(Bulgarelli et al., 2015; Kour et al., 2019; Olen ska et al., 2020; 

Pe rez-Montan o et al., 2014; Vetterlein et al., 2020). Peran PGPR 

di tanah secara umum dibagi menjadi dua, yakni sebagai 

biokontrol dan biofertilizer (Imade & Babalola, 2021) 

Sebagai agen biokontrol, PGPR membantu pengendalian 

mikroorganisme fitopatogenetik melalui sekresi metabolit 

yang bersifat antagonis (enzim litik, siderofor, senyawa volatil, 

hidrogen sianida, dan antibiotik), induksi resistensi sistemik, 

dan berkompetisi dengan patogen dalam memperebutkan 

nutrisi dan ruang (Bhanse et al., 2022; A. Tariq et al., 2014; 

Vocciante et al., 2022). Beberapa spesies PGPR seperti 

Ectocarpus fasciculatus, Streptomyces hygroscopicus, 

Pseudomonas flourences, P. putida, P. aeruginosa, dan 

Azospirillum lipoferum dilaporkan menghambat pertumbuhan 

miselium Aspergillus ochraceus dan Fusarium verticilloides 

yang diketahui merupakan patogen pada jagung (Noumavo et 



14 
 

 
 

al., 2015). Selain itu Akhtar et al., (2018) menyatakan bahwa 

fungi patogen Fusarium oxysporum dapat dikendalikan dengan 

inokulasi benih jagung yang ditanam pada tanah dengan 

Serratia sp. 

Peran PGPR sebagai biofertilizer terdapat pada 

kemampuan PGPR dalam menyediakan nutrisi yang 

dibutuhkan tanaman. PGPR mengubah nitrogen atmosfer (N2) 

menjadi amonia (NH3) yang diserap tanaman (Imade & 

Babalola, 2021). Nitrogen mempengaruhi semua fungsi 

tanaman mulai dari metabolisme hingga alokasi sumber daya, 

pertumbuhan, dan perkembangan serta termasuk unsur hara 

esensial yang dibutuhkan untuk pertumbuhan tanaman 

(Ahemad & Kibret, 2014; Yousaf et al., 2021). PGPR juga 

melarutkan fosfat tidak larut menjadi bentuk terlarut seperti 

H2PO4-, HPO4 yang dapat diserap tanaman (Alori et al., 2017; 

Sharma et al., 2013). Selain itu beberapa spesies PGPR seperti 

Bacillus sp. menghasilkan fitohormon yang berperan 

meningkatkan pertumbuhan (Chowdhury et al., 2015; 

Marpaung, 2021; Pieterse et al., 2014; Saxena et al., 2020).  

Beberapa genus bakteri yang diketahui memiliki 

aktivitas PGPR antara lain Acinetobacter, Aeromonas, 

Agrobacterium, Allorhizobium, Arthrobacter, Azoarcus, 

Azorhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, 

Bradyrhizobium, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium, 

Delftia, Enterobacter, Flavobacterium, Frankia, 
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Gluconacetobacter, Klebsiella, Mesorhizobium, Micrococcus, 

Methylobacterium, PaeniBacillus, Pantoea, Pseudomonas, 

Rhizobium, Serratia, Streptomyces, ThioBacillus, dan Variovorax 

(Nadeem et al., 2014). 

5. Skrining Kandidat PGPR 

Skrining diartikan sebagai proses penyaringan atau 

penyeleksian. Skrining digunakan untuk mencari kandidat 

suatu bakteri yang memiliki aktivitas sesuai tujuan pengujian 

untuk selanjutnya diproses ke tahap selanjutnya. Skrining 

PGPR umumnya dilakukan dengan beberapa tahap pengujian 

untuk memastikan suatu isolat termasuk PGPR atau tidak. 

Banyak metode pengujian yang digunakan dalam proses 

skrining kandidat PGPR, diantaranya adalah uji penambatan 

nitrogen, pelarutan kalium, pelarutan fosfat, serta produksi 

Indole Acetid Acid (IAA) dan amonia (Agustiyani, 2016). 

Skrining bakteri penambat nitrogen umumnya 

dilakukan dengan mengkultur bakteri pada media bebas N 

yang mengandung indikator positif berupa bromtimol blue 

(BTB). Media yang umum digunakan untuk pengujian ini 

adalah JNFB (James Nitrogen Free Bacteria), Yeast Extract 

Manitol Agar (YEMA), dan Burks Media (Kifle & Laing, 2016). 

Bakteri pelarut fosfat diuji dengan menumbuhkan isolat pada 

media Pikovskaya yang mengandung fosfat anorganik 

sehingga bakteri kandidat dapat melarutkan fosfat tersebut 

menjadi organik (Sharma et al., 2013). Selanjutnya pengujian 
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bakteri pelarut kalium diuji menggunakan media Aleksandrow 

yang memiliki selektivitas dalam mengisolasi bakteri yang 

mampu melarutkan kalium dari mineral kalium yang tidak 

larut. (Hu et al., 2006).  

Banyak metode digunakan untuk mendeteksi produksi 

IAA oleh bakteri, salah satunya adalah uji kolorimetri. Adalah 

Gordon & Weber, (1951), orang pertama yang melakukan uji 

kolorimetri menggunakan reagen Salkowski untuk mendeteksi 

IAA. Metode ini banyak digunakan untuk mendeteksi bakteri 

dengan kemampuan produksi IAA. Hasil uji Salkowski akan 

menghasilkan warna merah muda – merah seperti pada 

Gambar 2.1 (Kamnev et al., 2001). Salah satu metode pengujian 

produksi amonia oleh bakteri adalah menggunakan reagen 

Nessler. Pengujian ini didasarkan pada reaksi antara gugus 

merkuri pada reagen Nessler (K2HgI4) dengan NH2 dalam 

amonia. Hasil reaksi reagen Nessler dan amonia akan 

menghasilkan koloid berwarna oranye – coklat (Vogel et al., 

1989). 

 

Gambar 2. 3 Hasil pengujian Indole Acetid Acid (Kamnev et al., 
2001) 
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6. Peran PGPR pada Jagung 

Peran PGPR pada jagung tidak jauh berbeda dengan 

tanaman lain. Beberapa spesies PGPR seperti Azospirillum 

memiliki kemampuan untuk memfiksasi nitrogen. Penelitian 

Cassa n et al., (2009) pada bakteri Azospirillum brasiliense Az39 

serta penelitian Renoud et al., (2022) & Rozier et al., (2017) 

pada bakteri Azospirillum lipoferum CRT1 menunjukkan 

kemampuan untuk mempercepat proses perkecambahan 

benih dan perkembangan awal bibit jagung. Kedua strain 

tersebut mampu memproduksi Indole Acetid Acid, Giberelic 

Acid  dan Zinc ke dalam media kultur dengan konsentrasi yang 

cukup untuk memberikan perubahan morfologi dan fisiologi 

pada jaringan benih muda. 

Selain berperan dalam mendorong kemampuan benih 

dan akar, PGPR juga berperan dalam peningkatan hasil panen 

jagung. Penelitian Chen et al., (2021) terhadap strain PGPR 

Sinorhizobium sp. A15, Bacillus sp. A28, Sphingomonas sp. A55, 

dan Enterobacter sp. P24 yang diisolasi dari rizosfer jagung di 

Cina Timur Laut dan diinokulasi secara terpisah secara 

signifikan terbukti meningkatkan pertumbuhan jagung. Strain 

A15, A28, dan A55 secara signifikan meningkatkan hasil panen 

sebanyak 22–29%. Inokulasi strain tersebut juga 

meningkatkan kelimpahan spesies bakteri di rhizosfer jagung 

dari Acidobacteria, Chloroflexi, dan Verrucomicrobiae pada 

tingkat kelas dan Mucilaginibacter pada tingkat genus. Bakteri-
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bakteri tersebut diketahui berkorelasi positif dengan produksi 

biomassa dan hasil panen jagung (Salvo et al., 2018 & Tao et al., 

2017). 

Penelitian lain terkait peran menguntungkan PGPR pada 

pertumbuhan dan hasil tanaman tanaman jagung telah 

dilakukan oleh Breedt et al., (2017) yang menemukan 

peningkatan hasil mulai dari 24 hingga 34% menggunakan 

PaeniBacillus alvei, Bacillus safensis, Bacillus pumilus, dan 

Brevundimonas vesicularis. Penelitian oleh Kuan et al., (2016) 

mendapatkan hasil PGPR memberikan alternatif biologis 

untuk memfiksasi N2 dari atmosfer dan menunda remobilisasi 

N pada tanaman jagung untuk meningkatkan hasil panen 

hingga 30,9% dengan pengurangan dosis pupuk nitrogen. 

Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, dan Bacillus 

velezensis diketahui berpengaruh positif terhadap bobot tajuk 

dan akar serta serapan hara pada tanaman jagung (Lobo et al., 

2019). 

7. Identifikasi Bakteri Menggunakan Gen 16S rRNA 

Standar baru identifikasi bakteri mulai dikembangkan 

pada tahun 1980an. Para peneliti menemukan adanya 

hubungan filogenetik pada bakteri yang diketahui lewat 

pembandingan daerah tertentu dari kode genetik yang 

dihasilkan meliputi gen 5S, 16S dan 23S rRNA (Woese et al., 

1985). Diantara ketiga gen tersebut, 16S Ribosomal Ribonucleid 

Acid (16S rRNA) merupakan yang paling banyak digunakan 
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untuk identifikasi bakteri karena gen 5S dan 23S dinilai terlalu 

sulit untuk digunakan. Selain untuk identifikasi, gen yang 

mengkodekan rRNA digunakan juga untuk penentuan filogeni, 

taksonomi, dan memperkirakan jarak keragaman antar spesies 

bakteri (Akihary & Kolondam, 2020). Langkah-langkah dalam 

identifikasi bakteri secara molekuler terdiri dari ekstraksi 

DNA, amplifikasi dengan gen 16S rRNA, ekektroforesis, 

sekuensing DNA, dan analisis bioinformatika (Noer, 2021). 

a. Gen 16S rRNA 

16S rRNA merupakan gen yang mengkodekan molekul 

RNA ribosom subunit kecil dari ribosom yang bertanggung 

jawab atas proses penting dalam mengubah pesan genetik 

menjadi komponen sel fungsional melalui penerjemahan 

mRNA menjadi protein. Oleh karena itu, RNA ribosom 

merupakan komponen dari semua sistem yang dapat 

mereplikasi diri, mudah diisolasi, dan urutannya berubah 

secara perlahan seiring berjalannya waktu, sehingga 

memungkinkan pendeteksian keterkaitan di antara spesies-

spesies yang sangat jauh (Woese & Fox, 1977).  

Gen 16S rRNA terdapat pada semua spesies bakteri. 

Spesies bakteri yang berbeda memiliki satu hingga beberapa 

salinan gen 16S rRNA (Yarza et al., 2014). Gen 16S rRNA 

memiliki panjang sekitar 1500 base pair dan mencakup 

sembilan daerah hypervariabel dengan berbagai konservasi 

(V1-V9) seperti pada Gambar 2.2. Wilayah conserved seperti 
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ditunjukkan pada Gambar 2.3 berguna untuk menentukan 

taksa dengan peringkat lebih tinggi, sedangkan wilayah 

hypervariable dapat membantu mengidentifikasi genus atau 

spesies (Kim et al., 2011). 

Sekuensing gen 16S rRNA sejauh ini merupakan salah 

satu metode yang paling umum yang menargetkan 

housekeeping gene untuk mempelajari filogeni bakteri dan 

klasifikasi genus / spesies. Gen 16S rRNA digunakan sebagai 

alat untuk mengidentifikasi bakteri pada tingkat spesies dan 

membantu membedakan antara spesies bakteri yang 

berkerabat dekat. Selama tahun 2001-2007, penggunaan gen 

16S rRNA berhasil mengidentifikasi 215 spesies bakteri baru, 

29 di antaranya diklasifikasikan ke dalam genera baru (Wang 

et al., 2014). 

 

Gambar 2. 4 Skema struktur gen 16S rRNA (Wensel et al., 2022) 
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Gambar 2. 5 Persentase urutan daerah conserved dan hypervariable 
dari gen 16S rRNA bakteri (Wensel et al., 2022) 

b. Ekstraksi DNA 

Ekstraksi DNA merupakan metode untuk memurnikan 

DNA dengan menggunakan metode fisik dan/atau kimia dari 

sampel dan memisahkan DNA dari membran sel, protein, dan 

komponen seluler lainnya. Friedrich Miescher pada tahun 

1869 merupakan orang pertama yang melakukan ekstraksi 

DNA. Prinsip utama dari ekstraksi DNA melibatkan pelisisan 

sel dan pelarutan DNA yang diikuti dengan metode kimia atau 

enzimatik untuk menghilangkan makromolekul, lipid, RNA, 

atau protein pengotor (Gupta, 2019). 

Proses lisis bertujuan melepas DNA dari sel dengan cara 

menghancurkan membran sel dengan enzim lysozyme. Enzim 

ini akan memotong peptidoglikan yang menjadi penyusun 

utama dinding sel bakteri untuk selanjutnya dilakukan 
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penghancuran lapisan lemak pada membran sel menggunakan 

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate). Langkah terakhir adalah 

menghilangkan protein dari DNA dengan menambahkan 

proteinase K yang dapat mengendapkan protein (Clark & 

Pazdernik, 2016). Tahap selanjutnya setelah ekstraksi DNA 

adalah mengkonfirmasi hasil ekstraksi dengan elektroforesis.  

c. Elektroforesis 

Elektroforesis mengacu pada proses pemisahan molekul 

bermuatan berdasarkan mobilitasnya dalam medan listrik. 

Elektroforesis digunakan untuk berbagai tujuan seperti 

pemisahan, pemurnian, dan karakterisasi asam nukleat dan 

protein. Elektroforesis memanfaatkan molekul bermuatan 

yang dibiarkan bermigrasi di bawah pengaruh medan listrik 

menuju elektroda masing-masing baik secara bebas maupun 

melalui media pendukung seperti gel (Rana & Joshi, 2023). 

Elektroforesis gel agarose menjadi metode yang umum 

digunakan untuk memisahkan protein, DNA, atau RNA. 

Molekul asam nukleat yang berukuran kecil dipisahkan dengan 

bantuan medan listrik di mana molekul bermuatan negatif 

bermigrasi menuju kutub anoda (positif). Aliran migrasi 

ditentukan oleh berat molekul di mana molekul dengan berat 

kecil bermigrasi lebih cepat daripada molekul yang lebih besar 

(Gummadi & Kandula, 2020). 
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d. Polymerase Chain Reaction (PCR) 

PCR dikenal sebagai salah satu teknik yang digunakan 

untuk memperbanyak segmen DNA tertentu secara in vitro 

(Ghannam & Varacallo, 2022). Metode PCR dapat 

menghasilkan jutaan salinan fragmen DNA tertentu dari 

beberapa µl DNA template (Kadri & Kadri, 2019). Teknik PCR 

didasarkan pada replikasi DNA secara enzimatik. Melalui 

teknik PCR, segmen pendek DNA akan diamplifikasi 

menggunakan enzim yang dimediasi primer. Selanjutnya DNA 

Polimerase akan mensintesis untaian DNA baru yang 

komplementer dengan DNA template (Joshi & Deshpande, 

2011).  

Dalam proses PCR diperlukan komponen utama yang 

meliputi  DNA template, primer, buffer, nukleotida (dNTPs) dan 

enzim Taq Polimerase. DNA template merupakan DNA hasil 

ekstraksi yang akan diamplifikasi. Selanjutnya primer 

merupakan fragmen DNA berukuran 18-30 basa yang bersifat 

komplementer terhadap fragmen DNA template yang akan 

diamplifikasi (Ghannam & Varacallo, 2022). Primer berperan 

sebagai titik awal replikasi dan juga sebagai pembatas fragmen 

DNA target yang akan diamplifikasi dan sebagai penyedia 

gugus hidroksil (-OH) pada ujung 3’ untuk proses eksistensi 

DNA (Eling Sasmito et al., 2014).  

Enzim Taq polimerase berfungsi untuk mensintesis dan 

mengamplifikasi untaian DNA. Penggunaan enzim ini harus 
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disesuaikan dengan buffer dan DNA template yang digunakan. 

Penggunaan yang berlebihan dapat mengamplifikasi DNA pada 

sekuen yang bukan target, menghasilkan produk yang tidak 

spesifik. Enzim Taq polimerase diisolasi dari bakteri Thermus 

aquaticus yang tahan panas (Engelke et al., 1990). 

Deoxynucleotide triphospate (dNTPs) merupakan campuran 

yang mengandung dATP (deoxyadenosine triphospate), dGTP 

(deoxyguanocyne triphospate), dCTP (deoxycytidine 

triphospate), dan dTTP (deoxythymidine triphospate) yang 

berfungsi sebagai building block dalam proses PCR. dNTP akan 

menempel pada gugus -OH pada ujung 3’ primer dan 

membentuk untaian yang komplementer dengan DNA 

template (Mohsen et al., 2019). Reaksi PCR membutuhkan pH 

tertentu agar bisa berjalan, sehingga memerlukan buffer PCR. 

Selain itu diperlukan juga ion Mg2+ yang didapat dari MgCl2 

yang berfungsi sebagai kofaktor untuk proses stimulasi DNA 

polimerase (Schmidt et al., 2014).  

Proses PCR dibagi menjadi tiga fase: denaturation, 

annealing, dan extension. Produk dari setiap langkah sintesis 

berfungsi sebagai template untuk langkah-langkah berikutnya, 

sehingga amplifikasi secara eksponensial tercapai. Namun 

banyak peneliti yang menambahkan fase pre-denaturation dan 

final extention seperti Hou et al., (2018); Sebastia o et al., 

(2015); & Yuan et al., (2016). Pada tahap denaturasi, dua untai 

DNA dipisahkan dengan memanaskannya pada suhu 94-95°C 
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untuk melepaskan ikatan hidrogen antar untai DNA sehingga 

diperoleh DNA beruntai tunggal (single-strand DNA)(Ghannam 

& Varacallo, 2022). Tahap kedua adalah penempelan primer 

(annealing) pada template DNA yang telah terurai menjadi 

untai tunggal. Proses ini terjadi pada suhu antara 36-72°C 

(Korbie & Mattick, 2008). Menurut Strien et al., (2013) suhu 

optimal annealing berkisar antara 40-60°C, tetapi jika template 

DNA memiliki kandungan GC yang tinggi, suhunya 

ditingkatkan menjadi 72°C. Hal ini karena semakin banyak 

kandungan basa G dan C ikatan hidrogennnya akan semakin 

kuat.  

Tahap PCR ketiga dilakukan pada suhu 72°C, yang 

disebut pemanjangan. Pada suhu 72°C, enzim Taq polymerase 

akan mengikat DNA untai tunggal yang telah dipreparasi dan 

mengkatalisis replikasi menggunakan Deoxynucleotide 

triphospate yang ada dalam campuran reaksi. Dibutuhkan 

sekitar 20-40 siklus PCR untuk mendapatkan jumlah DNA yang 

dapat dianalisis (sekitar 0,1 μg). Setiap siklus secara teoritis 

menggandakan jumlah DNA yang ada pada siklus sebelumnya 

(Kadri, 2019). Beberapa peneliti menyarankan untuk 

menambahkan siklus pemanjangan terakhir pada suhu 72°C, 

terutama bila sekuen yang diinginkan berukuran besar (lebih 

besar dari 1 kb) untuk hasil yang lebih maksimal (Verkuil et al., 

2008). 
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e. DNA Sekuensing 

DNA sekuensing merupakan metode yang digunakan 

untuk menganalisis susunan genetik organisme atau jenis sel 

tertentu yang dapat diterapkan secara luas pada virus, bakteri, 

jamur, parasit, vektor hewan, dan inang manusia (Evans et al., 

2017). DNA menyimpan informasi genetik dalam bentuk 

urutan nukleotida, dan sekuensing DNA adalah proses untuk 

menentukan urutan nukleotida dalam molekul DNA (Novel et 

al., 2010). DNA target yang telah diamplifikasi menggunakan 

PCR akan disekuensing sehingga dapat diketahui urutan basa 

nukleotida yang terkode, yang berguna untuk identifikasi 

spesies. 

Terdapat dua metode utama pada DNA sekuensing yang 

ditemukan pada tahun 1970-an, Maxam-Gilbert dengan 

metode degradasi kimiawi dan gel poliakrilamida 

menggunakan label radioaktif (Maxam & Gilbert, 1977), serta 

Sanger dengan metode terminasi rantai menggunakan label 

fluoresen (Sanger & Coulson, 1975). Metode Sanger lebih 

diminati hingga saat ini karena dinilai lebih aman 

dibandingkan Maxam-Gilbert yang menggunakan bahan 

radioaktif (Heather & Chain, 2016). 

Metode Sanger merupakan teknik sekuensing 

menggunakan primer oligonukleotida untuk mencari daerah 

DNA tertentu. Metode Sanger dimulai dengan denaturasi DNA 

untai ganda. DNA untai tunggal kemudian dianil dengan primer 
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oligonukleotida dan dipanjangkan dengan menggunakan 

campuran deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) yang 

menyediakan nukleotida dATP (deoxyadenosine triphospate), 

dGTP (deoxyguanocyne triphospate), dCTP (deoxycytidine 

triphospate), dan dTTP (deoxythymidine triphospate) sebagai 

building block struktur untai ganda yang baru. Selain itu, 

sejumlah kecil dideoxynucleotide triphosphates (ddNTPs) 

pemutus rantai untuk setiap nukleotida yang ditambahkan 

pewarna flouresen juga disertakan. Urutan ini akan terus 

diperpanjang dengan dNTP sampai ddNTP menempel. Karena 

dNTP dan ddNTP memiliki peluang yang sama untuk 

menempel pada urutan, setiap urutan akan berakhir dengan 

panjang yang berbeda-beda. Berdasarkan konvensi, A 

ditunjukkan dengan fluoresensi hijau, T dengan warna merah, 

G dengan warna hitam, dan C dengan warna biru. Laser di 

dalam mesin otomatis yang digunakan untuk membaca urutan 

mendeteksi intensitas fluoresen yang diterjemahkan menjadi 

"peak" yang selanjutnya dapat dianalisis (Mohammadi & Bavi, 

2022). 

Metode Sanger saat ini umumnya mendukung analisis 

sekuens DNA hingga 800-1.000 bp. Keterbatasan utama pada 

metode Sanger adalah sekuens berkualitas rendah pada 15-40 

bp pertama karena pengikatan primer serta ketidakmampuan 

untuk membedakan perbedaan pasangan basa tunggal pada 

segmen yang lebih panjang (> 900 bp) (Gomes & Korf, 2017). 
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f. Analisis Bioinformatika 

Kode DNA yang diperoleh dari sekuensing merupakan 

urutan huruf-huruf yang mewakili struktur primer molekul 

DNA yang terdiri dari empat huruf berupa A,G,T, dan C yang 

masing-masing mewakili satu nukleotida deoxyadenosine 

triphospate, deoxyguanocyne triphospate, deoxycytidine 

triphospate, dan deoxythymidine triphospate (Abbott, 1995). 

Karakterisasi awal dari sekuen DNA umumnya dilakukan 

dengan pencarian dan pencocokan gen yang didapat dengan 

basis data yang bertujuan untuk mengetahui apakah urutan 

DNA tersebut tersedia atau tidak sehingga dapat diketahui 

spesies dari gen yang didapat (Koonin & Galperin, 2003). 

Beberapa pendekatan untuk memprediksi kesesuaian 

urutan gen telah dikembangkan dan program populer yang 

paling sering digunakan untuk analisis hasil sekuensing ini 

salah satunya adalah BLAST. BLAST merupakan singkatan dari 

Basic Local Alignment Search Tool yang mengacu pada 

rangkaian program yang digunakan untuk menghasilkan 

keselarasan antara urutan nukleotida atau protein. Program 

BLAST akan membandingkan urutan nukleotida atau protein 

dengan urutan dalam database dan menghitung signifikansi 

statistik dari kecocokan tersebut (Clarridge, 2004). 

Sekuen pembanding yang digunakan pada umumnya 

disimpan dalam database seperti GenBank yang dapat diakes 

melalui http://www.ncbi.nlm.nih.gov, Database Databank of 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Japan (DDJB) http://www.ddjb.nig.ac.jp/ serta Europan 

Bioinformatics Institute (EBI) yang dapat diakses melalui 

http://www.ebi.ac.uk/ dimana ketiga database ini saling 

terhubung dan bertukar data (Chen & Huang, 2009). 

 

  

http://www.ddjb.nig.ac.jp/
http://www.ebi.ac.uk/
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B. Kajian Penelitian yang Relevan 
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C. Hipotesis 

Hipotesis dalam penelitian ini adalah:  

H0 : tidak terdapat perbedaan aktivitas Plant Growth Promoting 

Rhizobia dari tanah terpupuk dan tidak terpupuk kimia dalam 

menginduksi pertumbuhan jagung. 

H1 : terdapat perbedaan aktivitas Plant Growth Promoting 

Rhizobia dari tanah terpupuk dan tidak terpupuk kimia dalam 

menginduksi pertumbuhan jagung. 

D. Pandangan Islam terhadap Kerusaan Lingkungan  

Unity of Science penelitian ini mengambil salah satu ayat 

Al-Qur’an tentang Allah yang memperingatkan bahwa 

kerusakan lingkungan disebabkan ulah manusia yang terdapat 

dalam surat Ar-Rum ayat 41 yang berbunyi : 

 

مَ ٱلنَّاسَِ أيَْدِى كَسَبَتَْ بمَِا وَٱلْبحَْرَِ ٱلْبرَ َِ فِى ٱلْفسََاد َ ظَهَرََ بعَْضََ لِي ذِيقهَ   

يرَْجِع ونََ لعَلََّه مَْ عَمِل واَ  ٱلَّذِى  

Artinya : Telah nampak kerusakan di darat dan di laut 

disebabkan karena perbuatan tangan manusia, supaya Allah 

merasakan kepada mereka sebahagian dari perbuatan mereka, 

agar mereka kembali (Q.S. Ar-Rum : 41)(Al-Qur'an dan 

Terjemahnya, Kemenag RI, 1992). 

 Dalam kitab Tafsir Ibnu Katsir dijelaskan asbabun nuzul  

ayat ini yang menjadi petunjuk berkurangnya hasil pertanian 

disebabkan perbuatan manusia yang serakah dan melampaui 
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batas (dalam kasus ini penggunaan pupuk kimia 

berkepanjangan) (Al-Dimasyqî , 1978). Selanjutnya Ahmad 

Mustafa  Al-Mara gî  menambahkan dalam Tafsir al-Marâgî 

bahwa kerusakan-kerusakan yang terjadi disebabkan manusia 

yang lalai dan selalu menuruti hawa nafsu seperti 

menginginkan hasil panen yang sebanyak-banyaknya sehingga 

tidak sadar telah menimbulkan kerusakan bagi dirinya sendiri 

(Al-Mara gî , 1974).
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

A. Tempat dan Waktu Penelitian 

Pengambilan sampel tanah terpupuk kimia (FEB01) 

dilakukan di ladang pertanian Desa Solokuro, Kec. Solokuro, 

Kab. Lamongan (Gambar 3.1a). Kemudian sampel tanah tidak 

terpupuk kimia (FEB02) diambil di kawasan hutan Desa 

Dagan, Kec. Solokuro. Kab Lamongan (Gambar 3.1b). Peta 

penelitian selengkapnya dapat dilihat Gambar 3.2. Tahapan 

isolasi bakteri dan isolasi DNA dilakukan di Laboratorium 

Mikrobiologi dan Bioteknologi UIN Walisongo Semarang. 

Tahap sekuensing dilakukan di 1st Base, Malaysia. Penelitian 

dilakukan pada September 2023 – Februari 2024.  

 

Gambar 3. 1 Lokasi pengambilan sampel tanah terpupuk kimia (a) 
dan tanah tidak terpupuk (b) 
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Gambar 3. 2 Peta lokasi pengambilan sampel tanah terpupuk kimia 
dan tidak terpupuk (dokumentasi penelitian, diolah menggunakan 

ArcGis ver 10.8) 
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B. Alat dan Bahan 

1. Alat 
Alat yang digunakan dalam penelitian adalah tabung 

reaksi (Iwaki), cawan petri (Anumbra), erlenmeyer (Schott 

Durant), gelas ukur (Schott Durant), gelas beaker (Schott 

Durant), ice box (Penguin), vortex (Bio-Rad BR-2000), neraca 

analitik (Mettler Toledo ME 204), autoklaf (Hirayama Hiclave™ 

HVE 50), hot plate magnetic stirrer (Benchmark H3760-HSE), 

inkubator (INB 400 Memmert), oven (UN 55 Memmert), 

freezer (ESCO HP2-4003-1), kulkas (Samsung 

RT29K503JBI/SE), cooled inkubator (FOC-120 E), Bio Safety 

Cabinet (ESCO AC2-4E8), spektrofotometer (Thermo Fisher 

Scientific GENESYS 30), kit elektroforesis (Mupid-EX), 

mikropipet (Bio-Rad), Tip (1000 µl, 200 µl, dan 10 µl), 

refrigerated micro centrifuge (Ependdorf 5424R), laminar air 

flow (LAF) (ESCO LVG-4AG-F8), thermal cycler (SimpliAmp 

ENGL326), gel documentation (Gel Doc™ EZ Imager), colony 

counter (Funke Gerber 8500-8174), mikroskop binokuler 

(Meiji Techno MT-30), optilab (SN: MTN 031210092 V2), 

spatula, batang spreader, ose bulat, jangka digital, conical tube 

50 ml, cutter, dan penggaris 30 cm. 

2. Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

akuades, NaCl (Himedia) Fisiologis, benih jagung hibrida (BISI 

2), agar powder (Himedia), burk’s agar (Merck), Pikovskaya 



41 
 

 

agar (Himedia), nutrien broth (Himedia), Aleksandrow agar 

(Himedia), peptone bacteriological (Himedia), yeast extract 

granulated (Merck), lactose broth (Merck), indole-3 acetic acid 

(Merck), L-tryptophan (Merck), reagen nessler (Himedia), 

reagen salkowski (Himedia), crystal violet (Himedia), iodine 

(Himedia), gram decolourizer (Himedia), gliserol (Merck), 

bromothymol blue (Merck), hydrocloride acid (HCL) (Merck), 

sodium hydroxide (NaOH) (Merck), sodium hypochlorite 

(NaOCl) (Merck), minyak immersi (Sigma Aldrich), microtube 

1,5 ml, PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit Protocol (Geneaid Lot 

No: FH36208-S (100 Preps) yang berisi (proteinase K, 

lysozyme, gram+ buffer, GT buffer, GB buffer, elution buffer, GD 

column, W1 buffer, wash buffer, serta collection tube 1,5 ml)), 

gel red, tris-borate-EDTA (TBE 1X), primer forward 27F (5'-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'), primer reverse 1492R (5'-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3'), PCR mix (MyTaq HS Red Mix 2X 

[Bioline]), bubuk agarose, dan ddH20.  

C. Metode  

1. Koleksi Sampel Tanah 

Koleksi sampel tanah terpupuk dan tidak terpupuk kimia 

(selanjutnya disebut FEB01 untuk tanah terpupuk dan FEB02 

untuk tanah tidak terpupuk) dilakukan mengikuti protokol 

Dlamini et al., (2023). Sampel FEB01 diambil dari rhizosfer 

jagung yang tumbuh di lahan pertanian Desa Solokuro, Kec. 
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Solokuro, Kab. Lamongan, Jawa Timur dengan mencabut 

jagung dan menggoncangkannya untuk menghilangkan tanah 

yang melekat, selanjutnya tanah yang masih menempel pada 

akar jagung diambil sebanyak 15 gram dari masing-masing 

lokasi sampling menggunakan spatula dan disimpan pada 

corning tube steril. Sampel FEB02 diambil di kawasan hutan 

Desa Dagan, Kec. Solokuro. Kab Lamongan, Jawa Timur pada 

daerah sekitar perakaran tumbuhan Poaceae menggunakan 

cara yang sama dengan sampel tanah terpupuk kimia. Setiap 

sampel tanah diambil dari tiga lokasi berbeda menggunakan 

teknik random sampling dan dicampur hingga homogen dalam 

conical tube 50 ml kemudian disimpan pada ice box berisi es 

dan dibawa ke laboratorium dalam waktu 24 jam. 

2. Preparasi Media  

Media yang digunakan pada penelitian ini adalah Burk’s 

agar, Pikovskaya agar, dan Aleksandrow agar. 

a. Preparasi Media Burk’s Agar 

Prosedur pembuatan media Burk’s mengikuti protokol 

pabrikan (Himedia, 2020). Sebanyak 21,3 gram bubuk 

media Burk’s Agar dilarutkan kedalam 1000 ml akuades 

kemudian dipanaskan hingga mendidih dan disterilisasi 

pada suhu 121°C selama 15 menit. pH media disesuaikan 

menjadi 7,0 ± 0,2 melalui penambahan 1N HCL dan 1N 

NaOH sebelum sterilisasi.   
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b. Preparasi Media Pikovskaya  

Prosedur pembuatan media Pikovskaya mengikuti 

protokol pabrikan (Himedia, 2015). Sebanyak 31,1 gram 

bubuk media Pikovskaya agar dilarutkan dalam 1000 ml 

akuades kemudian dipanaskan hingga mendidih dan 

disterilisasi pada suhu 121°C selama 15 menit. Sebelum 

dilakukan sterilisasi pH media terlebih dahulu disesuaikan 

menjadi 7,0 ± 0,2 melalui penambahan 1N HCL dan 1N 

NaOH.  

c. Preparasi Media Aleksandrow Agar 

Prosedur pembuatan media Aleksandrow agar 

mengikuti protokol pabrikan (Himedia, 2019). Sebanyak 

29,60 gram bubuk media Aleksandrow agar dilarutkan 

kedalam 1000 ml akuades kemudian dipanaskan hingga 

mendidih dan disterilisasi selama 15 menit pada suhu 

121°C. Sebelum dilakukan sterilisasi pH media terlebih 

dahulu disesuaikan menjadi 7,0 ± 0,2 melalui penambahan 

1N HCL dan 1N NaOH.  

3. Isolasi Bakteri Kandidat PGPR 

Isolasi bakteri yang berpotensi sebagai Plant Growth 

Promoting Rhizobia (PGPR) dilakukan menggunakan metode 

pengenceran bertingkat. Sampel yang dikumpulkan 

diencerkan hingga 10-5 yang merupakan rata-rata 

pengenceran untuk isolasi bakteri pada sampel tanah (Ben & 

Davidson, 2014). Metode spread plate digunakan untuk isolasi 
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PGPR menggunakan media selektif Burk’s Agar, Pikovskaya 

agar, dan Aleksandrow agar.  

a. Isolasi Bakteri Penambat Nitrogen 

Diinokulasikan sebanyak 200 µl sampel hasil tiap 

pengenceran sampel FEB01 dan FEB02 ke media Burk’s 

Agar untuk selanjutnya diinkubasi pada suhu 30°C selama 

lima hari (Widawati & Suliasih, 2018). Hasil positif ditandai 

dengan terbentuknya zona bening disekeliling koloni. 

Bakteri positif selanjutnya dimurnikan pada media Burk’s 

agar yang baru guna  mendapatkan kultur murni.  

b. Isolasi Bakteri Pelarut Fosfat 

Sebanyak 200 µl hasil tiap pengenceran sampel FEB01 

dan FEB02 diinokulasikan ke media Pikovskaya agar dan 

selanjutnya diinkubasi pada suhu 30°C selama empat hari 

(Sharma et al., 2017). Koloni dengan kemampuan pelarutan 

fosfat akan membentuk zona bening disekelilingnya. Koloni 

yang memiliki kemampuan pelarutan fosfat selanjutnya 

dikultur ulang pada media Pikovskaya agar baru guna 

mendapatkan kultur murni (Gupta et al., 2022). 

c. Isolasi Bakteri Pelarut Kalium 

Sebanyak 200 µl hasil tiap pengenceran sampel FEB01 

dan FEB02 diinokulasikan ke media Aleksandrow agar 

kemudian diinkubasi pada suhu 30°C selama empat hari. 

Bakteri yang tumbuh dan membentuk zona bening 

disekelilingnya menandakan kemampuan aktivitas 
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pelarutan kalium (Etesami et al., 2017). Bakteri positif 

selanjutnya dikultur pada media Aleksandrow agar baru 

untuk mendapatkan kultur murni. 

4. Uji Pendahuluan Isolat PGPR 

Uji pendahuluan dilakukan dengan menggunakan tiga 

pengujian yaitu uji penambatan nitrogen, uji kemampuan 

melarutkan fosfat, dan uji kemampuan melarutkan kalium. 

a. Uji Penambatan Nitrogen 

Uji penambatan nitrogen dilakukan dengan metode dari 

Sun et al., (2018). Kultur bakteri dari sampel FEB01 dan 

FEB02 yang disimpan sebelumnya ditumbuhkan dengan 

metode spot inoculation pada media Burk’s agar dan 

diinkubasi pada suhu 30°C selama 48 jam. Zona bening yang 

terbentuk disekitar koloni diukur menggunakan jangka 

digital dan dihitung menggunakan rumus Indeks Kelarutan 

Nitrogen oleh Aasfar et al., (2021).  

Indeks Kelarutan Nitrogen (IKN) = dk+dzb 
dk 

 

Keterangan : 

dzb : diameter zona bening 

dk : diameter koloni 

Isolat dengan indeks penambatan nitrogen tertinggi 

dari masing-masing sampel selanjutnya dipurifikasi dan 

disimpan pada suhu -20°C dalam media gliserol 30% 

(Persamaan 3. 1) 
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sebagai stock culture. Apabila didapati ketidaksesuaian 

hasil pengujian menggunakan media Burks, maka media uji 

diganti menggunakan media Ashby agar yang merupakan 

media selektif bakteri pelarut nitrogen Azotobacter sp.. 

koloni dengan ciri permukaan datar, berwarna putih 

mengkilap, dengan bentuk koloni berupa bulatan-bulatan 

kecil selanjutnya dipurifikasi guna digunakan untuk uji 

lanjutan (Shi et al., 2023). 

b. Uji Pelarutan Fosfat 

Uji pelarutan fosfat dilakukan mengikuti metode Gupta 

et al., (2022). Kultur bakteri dari sampel FEB01 dan FEB02 

yang disimpan sebelumnya ditumbuhkan pada media 

Pikovskaya agar dengan metode spot inoculation dan 

diinkubasi pada suhu 30°C selama 72 jam. Zona bening yang 

terbentuk di sekeliling isolat diukur setiap 48 jam hingga 

168 jam. Zona bening yang terbentuk dihitung 

menggunakan rumus Indeks Kelarutan Fosfat oleh 

Karpagam & Nagalakshmi, (2014) 

 

Indeks Kelarutan Fosfat (IKF) = dk+dzb 
dk 

 
Keterangan : 

dzb : diameter zona bening 

dk : diameter koloni 

Persamaan 3. 2 
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Berdasarkan hasil pengukuran IKF, diambil 1 isolat dari 

masing-masing sampel dengan nilai IKF tertinggi untuk 

dipurifikasi dan disimpan untuk stock culture pada suhu -

20°C dalam media gliserol 30%. 

c. Uji Pelarutan Kalium 

Uji pelarutan kalium menggunakan metode dari 

Prajapati & Modi, (2012) dengan modifikasi dari Rajawat et 

al., (2016). Isolat bakteri dari sampel FEB01 dan FEB02 

yang disimpan sebelumnya ditumbuhkan dengan metode 

spot inoculation pada media Aleksandrow yang telah 

ditambahkan bromothymol blue (BTB) 100mg/L. Isolat 

selanjutnya diinkubasi pada suhu 30°C selama 72 jam. Zona 

bening yang terbentuk selanjutnya diukur menggunakan 

jangka digital dan dihitung berdasarkan rumus Kelarutan 

Kalium oleh Sood et al., (2023). 

Indeks Kelarutan Kalium = dzb + dk 
dk 

 

Keterangan : 

dzb : diameter zona bening 

dk : diameter koloni 

Berdasarkan hasil pengukuran indeks kelarutan kalium, 

diambil satu isolat dari masing-masing sampel dengan 

indeks kelarutan kalium tertinggi sebagai stock culture dan 

disimpan pada suhu -20°C dalam media gliserol 30%. 

Persamaan 3. 3 
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5. Uji Lanjutan Isolat PGPR  

Enam isolat dengan hasil uji pendahuluan tertinggi 

selanjutnya diberi kode PGPR-N1, PGPR-P1 dan PGPR-K1 

untuk isolat hasil uji penambatan nitrogen, fosfat dan kalium 

pada sampel tanah terpupuk kimia (FEB01), serta kode PGPR-

N2, PGPR-P2 dan PGPR-K2 untuk isolat hasil uji yang sama 

pada sampel tanah tidak terpupuk (FEB02). 

a. Uji produksi Indole Acetid Acid (IAA) 

Uji produksi IAA dilakukan mengikuti protokol Gordon 

& Weber, (1951) menggunakan modifikasi Hyder et al., 

(2021) dengan menambahkan L-Triptofan kedalam media 

pengujian. Enam isolat terdiri dari 3 isolat FEB01 dan 3 

isolat FEB02 hasil pengujian sebelumnya ditumbuhkan 

pada media LB dengan 0,5 mg L-Triptofan/ml dan 

diinkubasi pada suhu 28 ± 2°C selama 5 hari. Hasil inkubasi 

disentrifugasi pada kecepatan 3.000 rpm selama 30 menit. 

Supernatan yang terdiri dari 2 ml alikuot ditambahkan 

dengan dua tetes asam ortofosfat dan 4 ml reagen 

Salkowaski kemudian diinkubasi pada suhu ruang dalam 

keadaan gelap selama 20 menit. Perubahan warna merah 

muda - merah mengindikasikan produksi IAA. Nilai 

absorbansi IAA diukur pada panjang gelombang 530 nm 

menggunakan spektrofotometer sebanyak tiga kali 

pengulangan pengukuran untuk selanjutnya konsentrasi 
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IAA diukur dengan kurva standar yang dibuat dari larutan 

IAA murni . 

Kurva standar dibuat menggunakan IAA sintetis 

dengan konsentrasi 0, 10, 20, 30, 40, 50, dan 60 µg/ml dan 

diabsorbansi pada panjang gelombang 530 nm dengan 

tujuan memperoleh nilai regresi sebagai acuan 

penghitungan nilai absorbansi sampel dengan rumus 

Y' = a+bX 

 

menggunakan Microsoft Excel versi 2019. Nilai 

regresi selanjutnya digunakan sebagai acuan pengukuran 

sampel dengan memasukkan nilai rata-rata absorbansi 

sampel sebagai nilai y guna mencari nilai x yang merupakan 

nilai IAA yang dihasilkan sampel. 

b. Uji produksi Amonia 

Uji produksi amonia mengikuti protokol Bhattacharyya 

et al., (2020) dengan menumbuhkan enam isolat yang 

terdiri dari 3 isolat FEB01 dan 3 isolat FEB02 hasil 

pengujian sebelumnya dalam 4% kaldu pepton dan 

diinkubasi pada suhu 30°C selama tujuh hari. Setelah 

inkubasi, ditambahkan 500 µl reagen Nessler kedalam 

suspensi bakteri, perubahan warna coklat ke 

kuning/oranye menunjukkan produksi amonia oleh bakteri 

dan semakin pekat warna yang dihasilkan menandakan 

jumlah ammonia yang semakin banyak.  

Persamaan 3. 4 
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6. Identifikasi Morfologi Koloni dan Sel 

Identifikasi morfologi koloni dilakukan dengan 

mengamati bentuk, elevasi, dan warna koloni. Kemudian 

dilanjutkan dengan identifikasi morfologi sel melalui tiga 

tahap pewarnaan gram mengikuti protokol Tripathi & Sapra, 

(2022) yang meliputi : 

a. Preparasi 

Isolat diambil sebanyak satu ose dan diratakan diatas 

slide yang telah ditetesi akuades steril membentuk 

lingkaran. Slide selanjutnya dibakar diatas bunsen secara 

melingkar untuk mengeringkan isolat dan memperkuat 

penempelan isolat pada slide. 

b. Pewarnaan Gram 

Crystal violet diteteskan pada slide yang telah 

mengering dan didiamkan selama 60 detik, selanjutnya 

crystal violet dibuang dan slide dibilas dengan air mengalir 

untuk menghilangkan sisa noda. Selanjutnya ditambahkan 

iodine sebagai penguat warna dan didiamkan selama 60 

detik untuk selanjutnya dibuang dan dibilas guna 

menghilangkan sisa iodine. Selanjutnya diteteskan 

decolorizer untuk menghilangkan pewarna selama lima 

detik dan langsung dibilas dengan air mengalir untuk 

menghindari pelarutan warna berlebih. Langkah terakhir 

ditambahkan Basic Fuchsin selama 60 detik dan dibilas 
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dengan air mengalir. Air sisa pembilasan dikeringkan 

menggunakan kertas saring. 

c. Pengamatan Mikroskopis 

Slide diamati dibawah mikroskop menggunakan 

perbesaran 40x untuk mencari sel bakteri yang terbaik, 

selanjutnya dilanjutkan dengan perbesaran 100x dengan 

penambahan minyak immersi untuk memperjelas hasil 

pengamatan.  

7. Uji Aktivitas PGPR Terhadap Pertumbuhan Jagung 

Uji aktivitas PGPR menggunakan protokol dari Joko et al., 

(2015) dengan modifikasi pada tahap sterilisasi biji jagung. 

Langkah pengujian adalah sebagai berikut : 

a. Persiapan Tanaman Uji pada Kultur in vitro 

Benih jagung (BISI 2) disterilisasi dengan larutan NaOCl 

2% selama 2 menit, benih yang tenggelam di dasar gelas 

beaker kemudian direndam selama 30 detik dalam ethanol 

95% dan selanjutnya dibilas menggunakan akuades steril 

dan ditiriskan pada kertas saring steril. Selanjutnya benih 

dikecambahkan dalam cawan petri yang telah dialasi 

dengan kertas saring steril yang dibasahi dengan akuades 

steril, tiap cawan petri diisi lima benih jagung dan 

diinkubasi pada suhu 30°C dalam inkubator selama dua hari 

(Parnell et al., 2023). 
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b. Pemanenan pelet bakteri. 

Enam isolat dari sampel FEB01 dan FEB02 hasil uji 

aktivitas dibiakkan dalam media YPA (Yeast Peptone Agar) 

2% selama 48 jam pada suhu 30°C, selanjutnya diambil 

koloni tunggal untuk diperbanyak pada media YPB (Yeast 

Peptone Broth) dan digojog selama 24 jam. Suspensi bakteri 

disentrifuge dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit. 

Pelet yang diperoleh diresuspensi dengan akuades steril 

hingga mencapai volume 400 ml untuk digunakan pada 

perlakuan terhadap kecambah jagung. 

c. Pengujian Aplikasi PGPR 

Jagung berumur dua hari diukur tinggi batang, 

panjang akar serta dihitung jumlah daunnya untuk 

digunakan pada sepuluh perlakuan dengan tiap perlakuan 

diulang tiga kali :  

1. Akar jagung tidak dipotong, kemudian direndam dalam 

larutan bakteri selama 1 jam dan ditumbuhkan pada 

media agar tanpa triptofan (perlakuan A1). 

2. Akar jagung dipotong, kemudian direndam dalam 

larutan bakteri selama 1 jam dan ditumbuhkan pada 

media agar tanpa triptofan (perlakuan A2). 

3. Akar jagung tidak dipotong kemudian direndam dalam 

larutan bakteri selama 1 jam dan ditumbuhkan pada 

media agar triptofan 0,01% (perlakuan B1). 
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4. Akar jagung dipotong kemudian direndam dalam larutan 

bakteri selama 1 jam dan ditumbuhkan pada media agar 

triptofan 0,01% (perlakuan B2). 

5. Akar jagung tidak dipotong kemudian ditumbuhkan 

pada media agar tanpa triptofan dan disiram dengan 

0,5ml larutan bakteri satu hari setelah tanam (perlakuan 

C1). 

6.  Akar jagung dipotong kemudian ditumbuhkan pada 

media agar triptofan 0,01% dan disiram dengan 0,5ml 

larutan bakteri satu hari setelah tanam (perlakuan C2). 

7. Akar jagung dipotong, kemudian ditumbuhkan pada 

media agar tanpa triptofan (kontrol A1). 

8. Akar jagung tidak dipotong, kemudian ditumbuhkan 

pada media agar tanpa triptofan (kontrol A2). 

9. Akar jagung dipotong kemudian ditumbuhkan pada 

media agar triptofan 0,01% (kontrol B&C1). 

10. Akar jagung tidak dipotong kemudian ditumbuhkan 

pada media agar triptofan 0,01% (kontrol B&C2). 
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Gambar 3. 3 Desain pengujian aktivitas bakteri pada pertumbuhan 
jagung (Dokumentasi Penelitian) 

Keterangan :  

A. Bibit jagung tanpa pemotongan akar di agar triptofan. 

B. Bibit jagung dengan akar dipotong di agar triptofan. 

C. Bibit jagung tanpa pemotongan akar di agar air. 

D. Bibit jagung dengan akar dipotong di agar air. 

d. Variabel pengamatan 

Pengamatan dilakukan selama tujuh hari terhadap lima 

variabel meliputi panjang akar, tinggi tanaman, berat basah, 

berat kering serta jumlah daun.  Variabel tinggi tanaman 

diamati dengan melakukan dokumentasi terhadap seluruh 

tanaman selama tujuh hari dalam tabung reaksi, variabel 

panjang akar diamati dengan mengeluarkan jagung dari 

tabung reaksi dan difoto pada hari ketujuh, selanjutnya 

hasil dokumentasi panjang akar dan tinggi tanaman diukur 

menggunakan software ImageJ, tinggi tanaman diukur dari 
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pangkal batang hingga ujung daun muda tertinggi, panjang 

akar diukur mulai pangkal hingga ujung akar primer 

(Roberts et al., 2023). Selanjutnya berat basah tajuk dan 

akar pada hari ke tujuh dan berat kering tajuk dan akar 

setelah dioven selama dua hari pada suhu 80°C untuk 

menghilangkan kandungan air ditimbang menggunakan 

neraca analitik. 

8. Analisis Statistik 

Data yang diperoleh dari uji aktivitas PGPR terhadap 

pertumbuhan jagung meliputi panjang akar, tinggi tanaman, 

berat kering, berat basah, serta jumlah daun selanjutnya 

dianalisis menggunakan one way Analysis of Variance (ANOVA) 

pada aplikasi SPSS versi 22 dengan taraf signifikansi 95% 

(P<0,05) untuk mengetahui perbedaan hasil pemberian isolat 

dari tanah terpupuk dan tidak terpupuk terhadap variabel 

yang diamati. Apabila hasil uji anova menyatakan perbedaan 

tidak signifikan yang ditandai dengan nilai signifikansi >0,05, 

dilakukan uji post-hoc berupa uji Duncan untuk 

membandingkan rata-rata pada setiap perlakuan. Sebelum 

dilakukan uji one way ANOVA, terlebih dahulu dilakukan uji 

normalitas Shapiro-Wilk dan Kolmogorov-smirnov guna 

melihat kenormalan distribusi data. Apabila didapati data 

berdistribusi normal yang dibuktikan dengan nilai sig >0,05 

maka uji one way ANOVA dapat dilakukan, namun apabila data 

tidak berdistribusi normal yang ditandai dengan nilai sig <0,05 
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maka uji one way ANOVA diganti menggunakan uji statistik 

non-parametrik Kruskal-Walis. 

Selanjutnya dilakukan uji one way Analysis of Variance 

(ANOVA) untuk menentukan isolat asal tanah terpupuk dan 

tidak terpupuk yang memiliki pengaruh tertinggi terhadap 

keempat variabel serta variasi pemotongan akar, penggunaan 

media agar dan triptofan serta perlakuan perendaman dan 

penyiraman benih guna mengetahui signifikansi hasil variasi 

yang dilakukan dengan menggunakan data panjang akar 

sebagai data inputnya. Apabila hasil uji ANOVA menyatakan 

perbedaan antar isolat tidak signifikan dilakukan uji Duncan 

guna melihat rata-rata pengaruh setiap isolat (Waday et al., 

2022). Berdasarkan hasil analisis statistik diambil dua isolat 

dengan pengaruh terbesar terhadap pertumbuhan jagung 

masing-masing dari tanah terpupuk dan tidak terpupuk guna 

dilakukan identifikasi secara molekular.  

9. Identifikasi Molekuler Menggunakan Gen 16S rRNA 

a. Isolasi Genom Bakteri 

Genom bakteri diekstraksi menggunakan protokol 

PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit Protocol. Protokol isolasi 

dibagi menjadi lima bagian sebagai berikut : 

1) Preparasi Sampel 

Satu isolat dari masing-masing sampel dengan hasil uji 

aktivitas tertinggi ditumbuhkan pada media NB dan 

diinkubasi pada suhu 30°C selama 48 jam. Selanjutnya 



57 
 

 

biakan divortex hingga homogen kemudian disiapkan 

microtube 1,5 ml dan diberi label sesuai sampel masing-

masing. Isolat bakteri gram negatif dan gram positif 

diperlakukan secara berbeda. 

a) Gram Negatif 

Sebanyak 200µl biakan bakteri yang telah 

dihomogenkan dimasukkan ke microtube 1,5 ml kemudian 

disentrifugasi pada kecepatan 15.000 rcf selama satu menit. 

Selanjutnya supernatan yang dihasilkan dibuang dan jika 

pelet yang didapat masih kurang langkah tersebut diulangi 

hingga pelet dirasa cukup. Setelah pelet mencukupi 

selanjutnya ditambahkan 180µl GT Buffer kedalam 

microtube dan dihomogenkan dengan vortex. Setelah 

homogen kemudian ditambahkan 20µl Proteinase K 

kedalam microtube dan selanjutnya diinkubasi pada suhu 

60°C selama 10 menit dengan setiap tiga menit sekali 

microtube dibalik untuk meratakan proses pemanasan. 

b) Gram Positif 

Sebanyak 200µl biakan bakteri yang telah 

dihomogenkan dimasukkan kedalam microtube 1,5 ml 

kemudian disentrifugasi pada kecepatan 15.000 rcf selama 

satu menit. Selanjutnya supernatan yang dihasilkan 

dibuang dan jika pelet yang didapatkan dirasa kurang maka 

diulangi lagi langkah pertama. Langkah selanjutnya 

sebanyak 0,8 mg bubuk Lysozyme ditimbang dan 
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dimasukkan kedalam microtube baru kemudian 

ditambahkan 200µl Gram+ Buffer dan dihomogenkan 

dengan vortex. Kemudian sebanyak 200µl larutan 

Lysozyme dipindahkan kedalam microtube berisi pelet dan 

dihomogenkan dengan vortex dan diinkubasi pada suhu 

37°C selama 30 menit dengan setiap 10 menit sekali 

microtube dibalik untuk meratakan pemanasan. 

Selanjutnya ditambahkan 20µl Proteinase K dan 

dihomogenkan kemudian diinkubasi pada suhu 60°C 

selama 10 menit dan dibolak-balik tiap 3 menit. 

2) Tahap Lisis 

Sebanyak 200µl GB Buffer ditambahkan kedalam 

sampel hasil preparasi dan dihomogenkan selama 10 detik 

menggunakan vortex. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 

70°C selama 10 menit dan dibolak-balik tiap tiga menit 

sekali guna memastikan sampel benar-benar lisis. 

Pada tahap ini Elution Buffer yang digunakan pada 

tahap elusi dipanaskan pada suhu 70°C. 

3) Tahap DNA Binding 

Sebanyak 200µl etanol absolut dingin ditambahkan 

kedalam sampel dan dikocok dengan kuat sesegera 

mungkin, apabila muncul endapan selanjutnya dihancurkan 

dengan mikropipet. Selanjutnya diletakkan GD column pada 

collection tube dua ml dan campuran sebelumnya 

dipindahkan menggunakan mikropipet dan disentrifugasi 
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pada kecepatan 15.000 rcf selama dua menit. Collection 

tube yang berisi cairan dibuang dan GD column 

dipindahkan ke collection tube yang baru. 

4) Tahap Washing 

Ditambahkan sebanyak 400µl W1 Buffer kedalam GD 

column sebelumnya untuk kemudian disentrifugasi pada 

kecepatan 15.000 rcf selama 30 detik. Cairan pada 

collection tube dibuang dan sebanyak 600µl Wash Buffer 

ditambahkan ke GD column untuk selanjutnya 

disentrifugasi pada kecepatan 15.000 rcf selama 30 detik. 

Selanjutnya cairan pada collection tube dibuang dan GD 

column disentrifugasi kembali pada kecepatan 15.000 rcf 

selama 3 menit untuk mengeringkan matriks kolomnya. 

5) Tahap Elusi 

Dipindahkan GD column ke microtube 1,5 ml yang baru 

dan selanjutnya ditambahkan sebanyak 100µl Elution 

Buffer yang sebelumnya telah dipanaskan ke bagian tengah 

matriks kolom dan didiamkan selama tiga menit untuk 

memastikan Elution Buffer benar-benar terserap. 

Selanjutnya disentrifugasi pada kecepatan 15.000 rcf 

selama 30 detik untuk mengelusi DNA yang diisolasi. 

b. Konfirmasi Hasil Isolasi dengan Elektroforesis 

Konfirmasi hasil isolasi dengan elektroforesis dilakukan 

dengan dua tahap meliputi : 
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1. Pembuatan Gel Agarosa  

Sebanyak satu gram agarose bubuk ditimbang dan 

dimasukkan dalam erlenmeyer 250 ml, kemudian 

ditambahkan 100 ml Tris-borate-EDTA (TBE 1X) dan 

digojog hingga larut. Larutan kemudian dipanaskan 

menggunakan microwave selama delapan menit pada 

tegangan 300 volt dengan tiap satu menit erlenmeyer 

dilakukan penggojogan untuk memastikan gel agarose larut 

dengan sempurna. Setelah larut gel agarose didiamkan 

hingga suam-suam kuku kemudian ditambahkan 2µl Gel 

Red dan digojog. Selanjutnya gel agarose dituang dalam 

cetakan yang telah dipasangi sisir dan didiamkan hingga 

menjendal.  

2. Proses Elektroforesis 

Setelah gel agarose menjendal, sisir pada cetakan 

dilepas dengan perlahan dan gel agarose dipindahkan 

kedalam electrophoresis chamber. Selanjutnya ditambahkan 

Tris-borate-EDTA 1x hingga gel agarose terendam. 

Berikutnya sebanyak 3µl genome DNA hasil ekstraksi 

dicampur dengan 1µl loading dye dan dimasukkkan dalam 

sumuran. Setelah semua sampel DNA dimasukkan 

selanjutnya dimasukkan sebanyak 3µl DNA marker 

kedalam sumuran pertama. Electrophoresis chamber 

dinyalakan pada tegangan 100 volt selama 30 menit, setelah 
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proses elektroforesis selesai hasilnya diamati dibawah 

sinar UV menggunakan UV Transiluminator. 

c. Amplifikasi Gen 16S rRNA 

Hasil ekstraksi yang diperoleh selanjutnya diamplifikasi 

pada mesin Thermal Cycler menggunakan Gen 16S rRNA 

dengan volume total 25 µl menggunakan masing-masing 0,5 µl 

primer universal 27f (5'-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3') dan 

1492r (5'-GGGCGGWGTGTACAAGGC-3') (Weisburg et al., 

1991) dan 12,5µl PCR mix MyTaq HS Red Mix 2X (Bioline) yang 

ditambah 9,5µl ddH2O serta 2 µl DNA template hasil isolasi. 

Proses PCR dikondisikan mulai dari pra-denaturation (94°C, 5 

menit), denaturation (94°C, 30 detik), annealing (55°C, 45 

detik), extension (72°C, 90 detik), dan final extension (72°C, 10 

menit). Hasil amplifikasi selanjutnya dikonfirmasi 

menggunakan gel elektroforesis 1% dengan tegangan 100 volt 

selama 30 menit.  

10. Sekuensing dan Analisis Data Sekuensing 

a. Sekuensing 

Dua hasil amplifikasi masing-masing satu dari sampel 

FEB01 dan FEB02 dengan kriteria single band, tidak terdapat 

smear pada gel agarose dan DNA berwarna putih menyala 

selanjutnya dikirim ke perusahaan 1st Base Malaysia untuk 

disekuensing menggunakan metode sanger sequencing (Putri 

et al., 2020). 
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b. Analisis Data Sekuensing 

Data sekuensing gen 16S rRNA dari sampel FEB01 dan 

FEB02 yang diperoleh dalam format AB1 selanjutnya dibaca 

dan diolah menggunakan software BioEdit 7.2 (Hall, 1999) dan 

Geneious Prime 2019 (https://www.geneious.com/) untuk 

memperoleh sekuen contig. Setelah sekuen contig didapatkan 

selanjutnya dibandingkan dengan data sekuen yang tersedia di 

Gene Bank dengan perangkat lunak Basic Local Alignment 

Search Tools for Nucleotide (BLASTn). Sekuen hasil BLASTn 

selanjutnya diunduh berdasarkan nilai e-value (expectation 

value), query cover, serta percent identity tertinggi yang muncul 

(Chika, 2023). Data hasil analis BLASTn selanjutnya akan 

diperkuat menggunakan database EzBio Cloud pada website 

https://www.ezbiocloud.net/ (Yoon et al., 2017) serta 

dilakukan analisis lokasi nukleotida yang berbeda 

menggunakan perangkat lunak MultAlin pada website 

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html 

(Corpet, 1988). 

c. Input Data Sekuen ke NCBI 

Sekuen selanjutnya dilakukan analisis chimera 

menggunakan DECIPHER versi 2.31.3 pada website 

http://www2.decipher.codes/FindChimeras.html (Wright et 

al., 2012). Apabila tidak didapati adanya chimera, selanjutnya 

sekuen didaftarkan ke database NCBI guna memperoleh 

accesion number melalui menu BankIt pada website 

https://www.geneious.com/
https://www.ezbiocloud.net/
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html
http://www2.decipher.codes/FindChimeras.html
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https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/genbank mengikuti 

pedoman NCBI untuk 16S rRNA pada website 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/html/help/genbank-

source-table.html#modifiers.  

d. Rekonstruksi Pohon Filogenetik 

Sekuen yang diperoleh dari analisis sekuensing dan 

sekuen contig disejajarkan dengan Clustal-W pada aplikasi 

MEGA 11 (Tamura et al., 2021) untuk selanjutnya dilakukan 

rekonstruksi filogenetik menggunakan metode Neighbor-

Joining dengan 1000x bootstrap (Zahid et al., 2015). 

Selanjutnya dilakukan analisis pembatasan spesies 

menggunakan perangkat lunak ASAP (Assemble Species by 

Automatic Partitioning) pada website 

https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/ (Puillandre et al., 

2021). 

https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/html/help/genbank-source-table.html#modifiers
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/html/help/genbank-source-table.html#modifiers
https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

A. Deskripsi Hasil Penelitian 

1. Parameter Lingkungan Koleksi Sampel Tanah Terpupuk 

dan Tidak Terpupuk Kimia 

Parameter lingkungan lokasi pengambilan sampel tanah 

terpupuk (FEB01) dan tidak terpupuk kimia (FEB02) diukur 

berdasarkan empat parameter meliputi suhu tanah, pH tanah, 

suhu udara serta intensitas cahaya, hasil pengamatan dapat 

dilihat pada tabel 4.1. 

Tabel 4. 1 Parameter lingkungan lokasi pengambilan sampel tanah 

Parameter yang 

diamati 

Lokasi Pengambilan sampel 

Terpupuk Tidak Terpupuk 

Suhu tanah (°C) 40±1,8a 36±2,3a 

Suhu udara (°C) 37±2,4a 36±1,9a 

pH tanah (1-12) 6,3±0,7a 7,2±1,2a 

Intensitas cahaya (cd) 410a 70b 

a : tidak ada beda nyata secara statistik pada taraf kepercayaan 95% 

Berdasarkan analisis statistik menggunakan ANOVA one 

way terhadap hasil pengamatan parameter lingkungan pada 

tabel 4.1 diketahui keseluruhan parameter pengamatan pada 

lokasi pengambilan sampel tanah terpupuk dan tidak terpupuk 

kimia tidak berbeda nyata kecuali intensitas cahaya. 

Selanjutnya sebagai data pendukung, curah hujan kabupaten 

Lamongan 2023 dapat dilihat pada tabel 4.2. 
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Tabel 4. 2. Curah hujan kabupaten Lamongan 2023 (BMKG, 2024) 

Bulan Curah Hujan Bulan Curah Hujan 

Januari 201-300 mm Juli 21-50 mm 

Februari 301-400 mm Agustus 0-20 mm 

Maret 301-400 mm September 0-20 mm 

April 201-300 mm Oktober 21-50 mm 

Mei 51-100 mm November 51-100 mm 

Juni 0-20 mm Desember 201-300 mm 

2. Isolasi Bakteri Kandidat PGPR 

Sampel tanah terpupuk kimia (FEB01) dan tanah tidak 

terpupuk (FEB02) hasil pengenceran bertingkat sebanyak 

200µl yang diisolasi menggunakan media Burks untuk 

penambat nitrogen, Pikovskaya untuk pelarut fosfat, dan 

Aleksandrow untuk pelarut kalium seperti pada Lampiran 1 

berhasil mendapatkan 61 isolat positif yang terdiri dari 29 

isolat dari FEB01 dan 32 isolat dari sampel FEB02 seperti yang 

ditampilkan pada Gambar 4.1 yang ditandai dengan 

terbentuknya zona bening disekitar koloni. 
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Gambar 4. 1 Hasil isolasi bakteri asal tanah terpupuk kimia (FEB01) 
dan tidak terpupuk (FEB02) terhadap aktivitas penambat nitrogen 

pada media Burks, pelarut fosfat pada media Pikovskaya, dan 
pelarut kalium pada media Aleksandrow  

Gambar 4.1 menunjukkan koloni positif bakteri penambat 

nitrogen yang diperoleh dari media Burks berjumlah 19 koloni 

dengan sembilan koloni dari sampel FEB01 dan 10 koloni dari 

sampel FEB02. Kemudian diperoleh 17 koloni bakteri pelarut 

fosfat dari media Pikovskaya dengan sepuluh koloni dari 

sampel FEB02 dan tujuh koloni dari sampel FEB01. 

Selanjutnya bakteri pelarut kalium yang diperoleh dari media 

Aleksandrow berjumlah 25 koloni yang terdiri dari 13 koloni 

dari sampel FEB01 dan 12 koloni dari sampel FEB02. 

Berdasarkan Gambar 4.1 juga didapati beberapa hasil 

pengenceran dari tiap media yang tidak berhasil 

menumbuhkan isolat dengan zona bening yang ditunjukkan 

dengan tidak adanya diagram pada pengenceran terkait 
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seperti bakteri pelarut kalium asal tanah tidak terpupuk kimia 

(FEB02) pada pengenceran 10-1 dan 10-5. Selain itu diketahui 

pengenceran terbaik pada penelitian ini adalah 10-2 dan 10-3 

yang ditandai dengan adanya isolat yang membentuk zona 

bening dari masing-masing media pengujian. Selanjutnya 

diketahui probabilitas pertumbuhan kandidat PGPR tertinggi 

yakni bakteri penambat nitrogen pada media Burks yang 

ditandai dengan tumbuhnya koloni dengan zona bening pada 

setiap pengenceran kecuali 10-4 dari kedua sampel. Selanjutnya 

kandidat PGPR dengan probabilitas tertinggi kedua yakni 

bakteri pelarut kalium pada media Aleksandrow dengan setiap 

pengenceran tumbuh kecuali 10-1 dan 10-5 dari kedua sampel, 

kemudian kandidat PGPR pelarut fosfat memiliki probabilitas 

tumbuh terendah pada media Pikovskaya dengan hanya 

tumbuh pada pengenceran 10-2 dan 10-3 pada sampel FEB01 

serta 10-3 dan 10-4 pada sampel FEB02. Koloni positif hasil 

isolasi selanjutnya dipurifikasi pada masing-masing media 

baru untuk mendapatkan kultur murni. 

3. Uji Pendahuluan Isolat PGPR 

Uji pendahuluan dilakukan menggunakan media Burks, 

Pikovskaya dan Aleksandrow terhadap isolat hasil purifikasi 

yang diinkubasi selama dua hari seperti pada Lampiran 2. 

Beberapa isolat yang dipurifikasi tidak tumbuh sehingga tidak 

dapat dilakukan uji pendahuluan.  
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a. Uji Penambatan Nitrogen 

Uji pendahuluan bakteri pelarut nitrogen yang dilakukan 

menggunakan media Burks agar terhadap isolat asal tanah 

terpupuk kimia (FEB01) dan tidak terpupuk (FEB02) 

mengalami kegagalan dan harus dilakukan pengujian ulang 

dikarenakan keseluruhan isolat mengalami overgrowth seperti 

pada tabel 4.3  dan saling menyatu seperti ditunjukkan pada 

Gambar 4.2 yang diduga disebabkan oleh inokulasi isolat yang 

terlalu banyak pada media sehingga tidak dapat dilakukan 

pengukuran diameter koloni dan zona beningnya.  

Tabel 4. 3 Isolat overgrowth asal tanah terpupuk kimia (FEB01) dan 
tanah tidak terpupuk (FEB02) pada media Burks agar 

Kode Isolat Keterangan Kode Isolat Keterangan 

FEB01a Overgrowth FEB02a Overgrowth 

FEB01b Overgrowth FEB02b Overgrowth 

FEB01c Overgrowth FEB02c Overgrowth 

FEB01d Overgrowth FEB02d Overgrowth 

FEB01e Overgrowth FEB02e Overgrowth 

FEB01f Overgrowth FEB02f Overgrowth 

FEB01g Overgrowth FEB02g Overgrowth 

FEB01h Overgrowth FEB02h Overgrowth 

FEB01i overgrowth FEB02i Overgrowth 

  FEB02j Overgrowth 
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Gambar 4. 2 Contoh isolat overgrowth pada media Burks 

Pengujian ulang bakteri penambat nitrogen dilakukan 

dengan mengganti media Burks menggunakan media Ashby 

agar yang merupakan media selektif untuk bakteri penambat 

nitrogen Azotobacter sp., koloni yang menunjukkan ciri 

sebagai Azotobacter sp. seperti pada gambar 4.3 dipurifikasi 

guna dilakukan uji lanjutan. 

 

Gambar 4. 3 Koloni Azotobacter pada media Ashby agar 
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b. Uji Pelarutan Fosfat 

Uji pelarutan fosfat dilakukan terhadap 17 isolat bakteri 

yang terdiri dari tujuh isolat sampel tanah terpupuk (FEB01) 

dan sepuluh isolat sampel tanah tidak terpupuk (FEB02) yang 

ditumbuhkan pada media Pikovskaya agar dengan metode spot 

inoculation. Hasil uji dengan melakukan pengukuran luas zona 

bening seperti pada Lampiran 3 setelah inkubasi selama 72 

jam dan selanjutnya tiap 48 jam hingga 168 jam sehingga 

didapatkan tiga hasil pengukuran yang dapat dilihat pada 

Gambar 4.4. 
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Gambar 4. 4 Zona bening hasil aktivitas pelarutan fosfat PGPR asal 
tanah terpupuk kimia (FEB01) dan tanah tidak terpupuk (FEB02) 

 

Gambar 4. 5 Isolat g asal tanah terpupuk kimia (FEB01) [a] dan 
isolat c asal tanah tidak terpupuk (FEB02) [b]  

Berdasarkan Gambar 4.3 diketahui tiga isolat FEB01 

dengan kode a,d dan g serta lima isolat FEB02 dengan kode 

a,b,c,d, dan h tumbuh dan menunjukkan aktivitas pelarutan 

fosfat yang ditandai terbentuknya zona bening, sedangkan 

isolat yang tidak memiliki diagram pada masing-masing waktu 

pengamatan hanya tumbuh namun tidak membentuk zona 

bening.  
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Hasil penghitungan indeks kelarutan fosfat tertinggi 

terhadap isolat FEB01 terdapat pada isolat dengan kode “g” 

dengan koloni berbentuk bulat, tepian rata, elevasi memuncak, 

berukuran kecil, tembus cahaya dan berwarna putih seperti 

pada Gambar 4.5 dengan luas zona bening setelah 168 jam 

sebesar 9,9 mm. Selanjutnya hasil penghitungan tertinggi 

terhadap isolat FEB02 terdapat pada isolat dengan kode “c” 

dengan koloni berbentuk bulat, tepian dan elevasi rata, tembus 

cahaya dan berwarna putih seperti pada Gambar 4.4 dengan 

luas zona bening sebesar 12,9 mm. Hasil uji kelarutan fosfat 

menunjukkan isolat asal tanah tidak terpupuk memiliki 

aktivitas pelarutan lebih tinggi dibandingkan isolat asal tanah 

terpupuk kimia. Kedua isolat tersebut selanjutnya 

ditumbuhkan ulang dalam media NA sebagai stock culture. 

c. Uji Pelarutan Kalium 

Uji pelarutan kalium dilakukan terhadap 20 isolat hasil 

purifikasi yang terdiri dari 10 isolat asal tanah terpupuk kimia 

(FEB01) dan 10 isolat asal tanah tidak terpupuk (FEB02) 

menggunakan media Aleksandrow agar yang dimodifikasi 

dengan menambahkan 100mg/L bromothymol blue dengan 

harapan zona bening yang terbentuk akan berwarna kuning 

kebiruan seperti pada Gambar 4.6, namun hasil pengujian yang 

dilakukan tidak menunjukkan adanya perubahan warna media 

menjadi biru serta zona bening yang terbentuk tidak berwarna 

kuning yang menandakan kegagalan pada modifikasi yang 
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dilakukan seperti Gambar 4.6. Selanjutnya hasil penghitungan 

luas zona bening berdasarkan indeks kelarutan kalium dapat 

dilihat pada Gambar 4.7. 

   

 

Gambar 4. 6 Modifikasi media Aleksandrow oleh Rajawat  et al., 
(2016) (a) dan modifikasi yang mengalami kegagalan (b) 

 

Gambar 4. 7 Zona bening hasil pelarutan kalium isolat PGPR asal 
tanah terpupuk kimia (FEB01) dan tanah tidak terpupuk (FEB02)  

Berdasarkan Gambar 4.7 diketahui semua isolat asal 

FEB01 tumbuh dan memiliki aktivitas pelarutan kalium yang 
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ditandai dengan pembentukan zona bening disekeliling koloni, 

sedangkan pada isolat asal FEB02 terdapat tiga isolat dengan 

kode e, h dan j yang tumbuh namun tidak membentuk zona 

bening. 

Kemudian hasil penghitungan zona bening tertinggi 

isolat asal FEB01 terdapat pada isolat dengan kode “j” dengan 

koloni berbentuk circullar, tepian entire, elevasi convex, 

berukuran sedang dan berwarna krem seperti pada Gambar 4., 

diikuti oleh isolat “c dan f“ 8,0 mm, g 7,6 mm, a dan d 6,4 mm, 

b 6,1 mm, i 5,9 mm, serta isolat e dengan kelarutan kalium 

terendah sebesar 4,2 mm.  

Selanjutnya isolat asal FEB02 yang tumbuh serta 

menunjukkan aktivitas pelarutan kalium tertinggi terdapat 

pada isolat “d” dengan luas zona bening sebesar 8,6 mm 

dengan koloni berbentuk circullar, tepian rhizoid, elevasi 

raised, berukuran sedang dan berwarna krem seperti pada 

Gambar 4.8 selanjutnya isolat f dan b 6,9 mm, c 6,8 mm, a 6,0 

mm, i 6,8 mm, dan isolat “g” dengan kelarutan kalium terendah 

sebesar 5,2 mm. 
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Gambar 4. 8 Isolat j asal tanah terpupuk kimia (FEB01) [a] dan isolat 
d asal tanah tidak terpupuk (FEB02) [b]  

4. Uji Lanjutan Isolat PGPR  

Dilakukan uji lanjutan terhadap enam isolat dengan hasil 

uji pendahuluan tertinggi yang diberi kode PGPR-N1, PGPR-P1 

dan PGPR-K1 untuk isolat hasil uji penambatan nitrogen, fosfat 

dan kalium asal tanah terpupuk kimia (FEB01), serta kode 

PGPR-N2, PGPR-P2 dan PGPR-K2 untuk isolat hasil uji yang 

sama pada tanah tidak terpupuk (FEB02). 

a. Uji Produksi Indole Acetid Acid 

Produksi Indole Acetid Acid (IAA) pada isolat asal tanah 

terpupuk kimia (FEB01) dan tanah tidak terpupuk (FEB02) 

menggunakan metode kolorimetri yang diukur menggunakan  

kurva standar seperti pada Lampiran 2 dengan nilai regresi 

=0,9922 dan nilai y= 0,0132x + 0,0148 dapat dilihat pada 

Gambar 4.9. 

B A 
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Gambar 4. 9 Produksi Indole Acetid Acid isolat PGPR asal tanah 
terpupuk kimia (FEB01) dan tidak terpupuk (FEB02)  

Berdasarkan Gambar 4.9 diketahui keseluruhan isolat 

FEB01 dan FEB02 memiliki aktivitas produksi IAA dengan 

produksi IAA tertinggi hingga terendah secara berurutan 

adalah PGPR-P2 dengan 159 µg/ml, PGPR-P1, PGPR-K2, PGPR-

N2, PGPR-N1 dan PGPR-K1 dengan 73 µg/ml. 

b. Uji Produksi Ammonia 

Produksi ammonia oleh isolat asal tanah terpupuk kimia 

(FEB01) dan tidak terpupuk (FEB02) menggunakan metode 

Nessler guna mengetahui kemampuan isolat terpilih dalam 

mengubah nitrogen atmosfer (NH2) menjadi ammonia (NH3) 

dapat dilihat pada tabel 4.4. 
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Tabel 4. 4 Produksi ammonia isolat PGPR asal tanah terpupuk kimia 
(FEB01) dan tidak terpupuk (FEB02) 

Isolat Warna Produksi ammonia 

PGPR-K1 Oranye +++ 

PGPR-K2 Oranye +++ 

PGPR-P1 Coklat muda + 

PGPR-P2 Coklat muda + 

PGPR-N1 Coklat muda + 

PGPR-N2 Oranye +++ 

Kontrol - Coklat bening - 

Keterangan : + : sedikit; ++ : sedang; +++ : banyak; - : negatif 

 

Gambar 4. 10 Produksi ammonia isolat tanah terpupuk kimia 
(FEB01) dan tidak terpupuk  (FEB02) menggunakan metode Nessler 

Hasil positif uji ammonia yang ditandai dengan 

berubahnya warna media menjadi coklat-kuning-oranye 

seperti pada Gambar 4.10 menunjukkan semua isolat asal 

FEB01 dan FEB02 memiliki kemampuan memproduksi 

ammonia dibandingkan dengan kontrol negatif. Isolat dengan 
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produksi ammonia tertinggi yaitu PGPR-K1, PGPR-K2 dan 

PGPR-N1 ditandai dengan warna kuning-oranye yang lebih 

pekat dibandingkan isolat lain, selanjutnya isolat PGPR-P1, 

PGPR-P2, dan PGPR-N2 menghasilkan ammonia dalam jumlah 

yang rendah ditandai dengan warna media yang tidak sampai 

berwarna kekuningan. 

5. Uji Aktivitas PGPR Terhadap Pertumbuhan Jagung 

Aktivitas enam isolat asal tanah terpupuk kimia (FEB01) 

dan tidak terpupuk (FEB02) terhadap pertumbuhan jagung 

pada variabel tinggi tanaman ditunjukkan pada Gambar 4.11, 

panjang akar pada Gambar 4.12, berat basah dan berat kering 

pada Gambar 4.13, serta jumlah daun pada Gambar 4.14. 

 

Gambar 4. 11 Aktivitas isolat asal tanah terpupuk kimia (FEB01) 
dan tidak terpupuk (FEB02) terhadap tinggi jagung hari ke 1-7 

Tinggi jagung berdasarkan Gambar 4.11 pada hari 

pertama hingga ketujuh membentuk kurva pada fase 

logaritmik dengan rata-rata peningkatan tertinggi keenam 
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perlakuan isolat terjadi pada hari keempat. Hasil tertinggi 

secara berurutan terdapat pada isolat PGPR-K1 sebesar 8,30 

cm dengan peningkatan tinggi 1,177 cm/hari dengan 

peningkatan terbesar pada hari keempat sebesar 3,576 cm, 

tertinggi kedua pada isolat PGPR-K2 sebesar 7,34 cm, 

meningkat 0,987 cm/hari dan peningkatan terbesar 2,114 cm 

pada hari ketiga. 

Isolat dengan tinggi jagung tertinggi ketiga adalah isolat 

PGPR-P1 dengan tinggi 7,20 cm dan rata-rata pertumbuhan 

1,004 cm/hari dengan peningkatan terbesar 3,262 cm pada 

hari keempat, kemudian isolat PGPR-P2 dengan tinggi 6,60 cm 

yang meningkat 0,808 cm/hari dan peningkatan terbesar 

1,847 cm pada hari keempat. Isolat PGPR-N2 dengan tinggi 

5,810 dan rata-rata peningkatan 0,743 cm/hari dengan 

peningkatan tertinggi 0,743 cm pada hari keempat berada 

pada urutan kelima dan isolat PGPR-N1 dengan tinggi 5,670 

dan rata-rata pertumbuhan 0.726 cm/hari dengan 

pertumbuhan terbesar 2,059 cm pada hari keempat menjadi 

isolat dengan hasil terendah. 

Selanjutnya berdasarkan asal isolatnya FEB01 dengan 

tanaman tertinggi yaitu PGPR-K1 dengan panjang 6,092 cm, 

selisih +0,459 cm terhadap PGPR-P1 dengan panjang 5,633 cm 

dan +2,283 cm terhadap PGPR-N1 dengan panjang 3,089 cm. 

Kemudian isolat FEB02 tertinggi yaitu PGPR-K2 dengan 

panjang 5,682 cm, selisih +1,150 cm terhadap PGPR-P2 dengan 
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panjang 4,532 cm dan +1,619 cm terhadap PGPR-N2 dengan 

panjang 4,063 cm. Analisis ANOVA pada Tabel Lampiran 18 

menunjukkan hasil tinggi tanaman antar isolat berbeda nyata 

dengan nilai sig 0,003, selanjutnya dari uji Duncan diketahui 

isolat PGPR-K1, PGPR-K2, PGPR-P1 dan PGPR-P2 tidak 

berbeda nyata dengan nilai sig 0,056 dan isolat PGPR-P2, 

PGPR-N1 dan PGPR-N2 tidak berbeda nyata dengan nilai sig 

0,363.  

 

Gambar 4. 12 Aktivitas isolat asal tanah terpupuk kimia (FEB01) 
dan tidak terpupuk (FEB02) terhadap panjang akar jagung hari 

ketujuh 

Berdasarkan Gambar 4.12 diketahui perlakuan 

penambahan isolat PGPR FEB01 dan FEB02 pada jagung 

berpengaruh positif terhadap panjang akar dibandingkan 

dengan kontrol negatif kecuali isolat PGPR-N2. Diketahui 

panjang akar isolat FEB01 tertinggi yaitu PGPR-K1 dengan 

panjang 4,665 cm, selisih -2,535 cm terhadap kontrol positif 
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dan +1,345 cm terhadap kontrol negatif, kemudian selisih 

+0,185 cm terhadap PGPR-P1 dengan panjang 4,480 cm dan 

+1,058 terhadap PGPR-N1 dengan panjang 3,607 cm. 

kemudian panjang akar tertinggi pada isolat FEB02 yaitu 

PGPR-K2 dengan panjang 4,366 cm, selisih -2,833 cm terhadap 

kontrol positif dan +1,047 cm terhadap kontrol negatif serta 

selisih +0,084 terhadap PGPR-P2 dengan panjang 4,282 cm, 

dan +1,249 cm terhadap PGPR-N2 dengan panjang 3,117 cm. 

Analisis statistik pada Tabel Lampiran 17 menunjukkan 

panjang akar pada keseluruhan isolat tidak berbeda nyata 

dengan nilai sig 0,370. 

Selanjutnya tiga isolat dengan panjang akar terendah 

adalah isolat PGPR-P2 dengan panjang 4,282 cm dengan selisih 

-0,084 cm terhadap PGPR-K2, -2,918 cm terhadap kontrol 

positif dan +0,962 cm terhadap kontrol negatif, kemudian 

isolat PGPR-N1 dengan panjang 3,607 cm yang memiliki selisih 

-0,675 cm terhadap PGPR-P2, -3,593 cm terhadap kontrol 

positif dan +0287 terhadap kontrol negatif, serta isolat PGPR-

N2 dengan panjang 3,117 cm yang memiliki selisih -0,490 cm 

terhadap PGPR-N2, -4,083 cm terhadap kontrol positif dan-

0,230 cm terhadap kontrol negatif. Selanjutnya berat basah 

dan berat kering ditunjukkan pada Gambar 4.13. 
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Gambar 4. 13 Aktivitas isolat asal tanah terpupuk kimia (FEB01) 
dan tidak terpupuk  (FEB02) terhadap berat basah dan berat kering 

jagung 

Gambar 4.13 menunjukkan perlakuan penambahan 

isolat menghasilkan berat basah yang bervariasi dengan isolat 

PGPR-P1 dan PGPR-K2 memiliki berat basah lebih besar 

dibandingkan kontrol positif dan keenam perlakuan memiliki 

berat basah lebih besar dibandingkan kontrol negatif. 

Diketahui berat basah tertinggi pada isolat asal tanah terpupuk 

(FEB01) yaitu isolat PGPR-P1 dengan berat 0,754 gram, selisih 

+0,018 terhadap kontrol positif dan +0,335 gram terhadap 

kontrol negatif, kemudian selisih +0,122 gram terhadap PGPR-

K1 dengan berat 0,632 gram dan +0,177 gram terhadap PGPR-

N1 dengan berat 0,577 gram. Kemudian isolat asal tanah tidak 

terpupuk (FEB02) dengan berat basah tertinggi yaitu isolat 

PGPR-K2 dengan berat 0,807 gram, selisih +0,162 gram 
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terhadap kontrol positif dan +0,338 terhadap kontrol negatif, 

kemudian selisih +0,171 gram terhadap PGPR-P2 dengan berat 

0,637 gram dan +0,326 gram terhadap PGPR-N2 dengan berat 

0,482 gram.  

Hasil uji ANOVA pada Tabel Lampiran 19 didapati berat 

basah antar isolat berbeda nyata dengan nilai sig 0,000, 

selanjutnya berdasarkan uji Post-Hoc Duncan diketahui isolat 

PGPR-N1 dan PGPR-N2 tidak berbeda nyata dengan nilai sig 

0,163, kemudian isolat PGPR-N1, PGPR-K1, dan PGPR-P2 tidak 

berbeda nyata dengan sig 0,408, selanjutnya isolat PGPR-K1, 

PGPR-P2, dan PGPR-P1 tidak berbeda nyata dengan nilai sig 

0,091, dan isolat PGPR-P1 dan PGPR-K2 tidak berbeda nyata 

dengan nilai sig 0,432. Setelah dilakukan pengukuran berat 

basah selanjutnya jagung dikeringkan dalam oven selama 2 

hari dengan suhu 80°C guna menghilangkan kandungan air 

didalamnya. 

 Selanjutnya berat kering sampel FEB01 tertinggi yaitu 

isolat PGPR-K1 dengan berat 0,1411 gram, mengalami 

penyusutan 77,68%, selisih +0,004 gram terhadap PGPR-P1 

yang menyusut 81,80% dengan berat 0,1372 gram dan +0,008 

gram terhadap PGPR-N1 dengan berat 0,1327 gram dan 

penyusutan 76,99%, Kemudian pada isolat FEB02, isolat 

dengan berat kering tertinggi yaitu PGPR-K2 dengan berat 

0,1411 gram yang menyusut 82,52%, selisih +0,001 gram 

terhadap PGPR-P2 dengan berat 0,1400 gram dengan 
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penyusutan 78,01% dan +0,012 gram terhadap PGPR-N2 

dengan berat 0,1288 gram dan penyusutan 73,26%. Hasil uji 

ANOVA pada Tabel Lampiran 20 menunjukkan berat kering 

antar isolat tidak berbeda nyata dengan nilai sig 0,800. 

Selanjutnya hasil jumlah daun dapat dilihat pada Gambar 4.14. 

 

Gambar 4. 14 Aktivitas isolat asal tanah terpupuk kimia (FEB01) 
dan tidak terpupuk (FEB02) terhadap jumlah daun jagung hari 

ketujuh 

Berdasarkan Gambar 4.14 diketahui keseluruhan 

perlakuan isolat asal tanah terpupuk kimia (FEB01) dan tanah 

tidak terpupuk (FEB02) memiliki jumlah daun lebih tinggi 

dibandingkan kontrol positif kecuali perlakuan PGPR-N1, 

namun keseluruhan perlakuan memiliki rata-rata jumlah daun 

yang lebih sedikit dibandingkan kontrol negatif kecuali 

perlakuan PGPR-K1 dan PGPR-K2. Perlakuan isolat FEB01 

dengan jumlah daun tertinggi secara berurutan dari yang 

0.50 c

0.67 bc

1.00 ab

0.61 c

1.56 a

1.33 a

0.6

1.22

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00

PGPR-N1

PGPR-N2

PGPR-P1

PGPR-P2

PGPR-K1

PGPR-K2

Kontrol +

Kontrol -

Jumlah daun (helai)

P
e

rl
ak

u
an

Jumlah Daun (Rata-Rata)



85 
 

 

terbesar yakni PGPR-K1, PGPR-P1, dan PGPR-N1. Kemudian 

pada perlakuan isolat FEB02 jumlah daun berurutan dari yang 

terbesar yakni PGPR-K2, PGPR-P2, dan PGPR-N1. Hasil uji 

ANOVA pada Tabel Lampiran 21 menunjukkan jumlah daun 

antar isolat berbeda nyata dengan nilai signifikansi 0,006. 

Selanjutnya berdasarkan uji Duncan diketahui perlakuan 

PGPR-N1, PGPR-N2 PGPR-P2 dan PGPR-P1 tidak berbeda 

nyata dengan nilai sig 0,166, isolat PGPR-N2, PGPR-P1 dan 

PGPR-K1 tidak berbeda nyata dengan nilai sig 0,054 dan isolat 

PGPR-K1 dan PGPR-K2 tidak berbeda nyata dengan nilai sig 

0,110. 

Berdasarkan hasil analisis statistik antar isolat dari 

masing-masing sampel didapatkan isolat paling potensial dari 

sampel FEB01 adalah PGPR-K1 dengan empat dari lima uji 

yang dilakukan menjadi yang terbesar dibandingkan isolat lain 

kecuali berat basah, namun perbedaan berat basah yang 

didapatkan dengan isolat PGPR-P1 tidak signifikan sehingga 

dapat diabaikan, selanjutnya isolat paling potensial dari 

sampel FEB02 adalah PGPR-K2 dengan kelima hasil pengujian 

lebih unggul dibandingkan isolat lain.  

Selanjutnya hasil uji variasi pemotongan akar, 

penggunaan media agar dan triptofan serta perendaman dan 

penyiraman terhadap hasil akhir panjang akar dapat dilihat 

pada Gambar 4.15.  
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Gambar 4. 15 Panjang akar jagung pada variasi perlakuan 
perendaman, penyiraman, pemotongan akar serta penggunaan 

media agar dan triptofan 

Berdasarkan Gambar 4.15 diketahui variasi perlakuan 

perendaman dan penyiraman jagung dengan isolat bakteri  

menunjukkan bahwa rata-rata panjang akar pada perlakuan 

perendaman dengan rata-rata 4,32 cm lebih panjang 0,60 cm 

dibandingkan perlakuan penyiraman yang memiliki rata-rata 

3,72 cm, kemudian variasi pemotongan akar pada perlakuan 

tanpa pemotongan dengan hasil 4,46 cm, lebih panjang 0,68 cm 

dibandingan perlakuan pemotongan akar dengan hasil 3,78 

cm, selanjutnya variasi penggunaan media agar dan triptofan 

menunjukkan penggunaan media agar dengan hasil 5,63 cm 

lebih panjang 3,02 cm dibandingkan penggunaan media 

triptofan dengan hasil 2,61 cm. 

Berdasarkan analisis one way ANOVA panjang akar 

variasi perendaman dan penyiraman pada Tabel Lampiran 10 
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dengan nilai signifikansi 0,241 dan variasi pemotongan akar 

pada Tabel Lampiran 11 dengan nilai signifikansi 0,388 

dinyatakan tidak berbeda nyata dikarenakan nilai sig >0,05. 

Untuk variasi penggunaan media agar dan triptofan pada Tabel 

Lampiran 12 hasilnya berbeda nyata dengan nilai signifikansi 

>0,05 yaitu 0,000. 

Kemudian hasil analisis terhadap tiga isolat asal tanah 

terpupuk (FEB01) yang dibandingkan dengan tiga isolat asal 

tanah tidak terpupuk (FEB02) terhadap lima variabel meliputi 

panjang akar, tinggi tanaman, jumlah daun, berat basah dan 

berat kering dapat dilihat pada Gambar 4.16. 

 

Gambar 4. 16 Aktivitas isolat asal tanah terpupuk kimia (FEB01) 
dan tidak terpupuk (FEB02) terhadap produktivitas jagung  

Berdasarkan analisis data pada Gambar 4.16 diketahui 

isolat FEB01 memiliki keunggulan dibandingkan isolat FEB02 

pada kelima variabel yang diuji, pada panjang akar isolat 
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FEB01 dengan rata-rata 4,297 cm lebih panjang 0,334 cm 

dibandingkan isolat FEB02 dengan rata-rata 3,963 cm, 

kemudian tinggi tanaman isolat FEB01 dengan rata-rata 6,421 

cm lebih tinggi 0,263 cm terhadap isolat FEB02 dengan tinggi 

6,158 cm, kemudian isolat FEB01 dengan rata-rata jumlah 

daun 1,108 helai memiliki jumlah daun lebih banyak 0,238 

helai terhadap isolat FEB02 dengan jumlah daun rata-rata 

0,870, selanjutnya isolat FEB01 memiliki berat basah sebesar 

0,654 gram yang lebih berat 0,012 gram terhadap isolat FEB02 

dengan berat basah 0,0642 gram, terakhir berat kering isolat 

FEB01 dengan berat 0,138 gram lebih berat 0,002 gram 

terhadap isolat FEB02 dengan berat 0,036 gram. 

Selanjutnya hasil analisis one way ANOVA pada kelima 

variabel memiliki nilai sig >0,05 dan dinyatakan tidak berbeda 

signifikan, dengan panjang akar pada Tabel Lampiran 13 

memiliki nilai sig 0,480, kemudian tinggi tanaman pada Tabel 

Lampiran 14 dengan nilai sig 0,529, selanjutnya nilai sig berat 

basah pada Tabel lampiran 15 sebesar 0,77. Kemudian berat 

kering serta jumlah daun tidak dilakukan uji ANOVA 

dikarenakan hasil tes normalitas pada isolat FEB01 sebesar 

0,003 pada variabel berat kering dan 0,000 pada isolat FEB01 

dan FEB02 untuk jumlah daun sehingga tidak memenuhi 

prasyarat uji ANOVA dan dilakukan uji Kruskal-Walis pada 

Tabel Lampiran 16 sebagai pengganti dengan nilai sig 0,956 
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untuk berat basah dan nilai sig 0,332 pada Tabel Lampiran 22 

untuk jumlah daun. 

6. Identifikasi Morfologi Koloni dan Sel 

Morfologi koloni isolat PGPR-K1 dan PGPR-K2 

selanjutnya diidentifikasi secara untuk mengetahui bentuk, 

tepian, warna, serta teksturnya, hasil identifikasi dapat dilihat 

pada tabel 4.5 dan Gambar 4.17. 

Tabel 4. 5 Identifikasi morfologi koloni PGPR-K1 dan PGPR-K2 

Ciri yang diamati 
Isolat 

PGPR-K1 PGPR-K2 

Bentuk bulat bulat 

Elevasi cembung cembung 

Tepian rata rata 

Warna krem krem 

Texture halus halus 

Selanjutnya dilakukan pengamatan mikroskopis guna 

mengetahui bentuk sel serta menentukan jenis gram isolat, 

hasil pengamatan mikroskopis seperti yang terlihat pada 

Gambar 4.17 dengan perbesaran 1000x menunjukkan kedua 

isolat memiliki bentuk sel batang dan termasuk gram positif 

yang ditandai dengan warna ungu pada dinding selnya. Setelah 

dilakukan identifikasi morfologi serta sel selanjutnya 

pengujian dilanjutkan ke tahap molekuler. 
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Gambar 4. 17 Morfologi sel dan pewarnaan gram dengan hasil gram 
positif berbentuk basil isolat PGPR-K1 (a) dan PGPR-K2 (b) pada 

perbesaran 400x 

7. Identifikasi Molekular Menggunakan Gen 16S rRNA 

Tahapan selanjutnya adalah identifikasi secara 

molekuler yang diawali dengan isolasi DNA mengikuti 

protokol PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit dan dilanjutkan 

amplifikasi menggunakan Gen 16S rRNA. Hasil amplifikasi 

selanjutnya divisualisasi menggunakan elektroforesis 

menggunakan buffer TAE selama 30 menit pada tegangan 100 

volt dengan DNA ladder 3000 bp yang ditunjukkan pada 

Gambar 4.18. 

 A  B 
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Gambar 4. 18 Visualisasi elektroforesis amplikon isolat PGPR-K1 
dan PGPR-K2 

Visualisasi dengan elektroforesis menunjukkan hasil 

amplifikasi DNA pada kedua sampel tergolong baik yang 

ditandai dengan terbentuknya pita tunggal yang tebal. Selain 

itu DNA hasil amplifikasi sejajar dengan ladder pada ukuran 

1500bp, sesuai dengan ukuran target gen 16S rRNA yang 

berada pada rentang 1500-1550bp. DNA hasil isolasi 

selanjutnya diamplifikasi ulang dengan volume 50 µl untuk 

disekuensing. 

8. Sekuensing dan Analisis Data Sekuensing 

Hasil amplifikasi ulang selanjutnya disekuensing 

menggunakan metode sanger. Hasil sekuensing yang 

didapatkan berupa elektroferogram dalam format AB1 seperti 

pada Gambar 4.19 dengan peak berwarna merah mewakili 
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nukleotida deoxythymidylic acid (T), biru deoxycytidine acid 

(C), hitam deoxyguanosine acid (G), serta hijau deoxyadenylic 

acid (A) yang terpisah antara sekuen forward dan reverse, 

elektroferogram yang didapatkan dari kedua sampel tidak 

terlalu baik dikarenakan banyak peak yang saling bertumpuk 

seperti pada Gambar 4.20 yang disebabkan distorted peak 

seperti pada Gambar 4.21, dye blob pada Gambar 4.22, non-

acceptable noise pada Gambar 4.23, serta stutter peak pada 

Gambar 4.24 (Al-Shuhaib & Hashim, 2023). Diperoleh 1061 bp 

sekuen forward dan 1190 bp sekuen reverse pada sampel 

PGPR-K1 serta 1179 bp sekuen forward dan 1183 bp sekuen 

reverse pada sampel PGPR-K2. 

 

Gambar 4. 19 Elektroferogram hasil sekuensing dalam format AB1 

 

Gambar 4. 20 Elektroferogram dengan peak yang saling bertumpuk 
pada sekuen reverse PGPR-K1 
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Gambar 4. 21 Stutter peak pada sekuen forward isolat PGPR-K1 

 

Gambar 4. 22 Misleading heterozygous peaks pada sekuen forward 
isolat PGPR-K1 

 

Gambar 4. 23 Dye blob pada sekuen forward isolat PGPR-K1 

 

Gambar 4. 24 Nukleotida dengan kode "N" pada sekuen reverse 
PGPR-K2 

Elektroferogram selanjutnya dianalisis dengan 

menghapus 16 basa sekuen forward dan 36 basa sekuen 

reverse pada PGPR-K1 serta 13 basa sekuen forward dan 17 

basa sekuen pada PGPR-K2. Hasil sekuen contig PGPR-K1 yang 

berjumlah 1388 bp pada Lampiran 6 dan PGPR-K2 1419 bp 
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pada Lampiran 7 selanjutnya dianalisis komposisi 

nukleotidanya menggunakan MEGA 11 dengan hasil pada tabel 

4.6. Kemudian analisis dilanjutkan menggunakan menu 

BLASTn pada website https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/, 16S-

Based ID pada website https://www.ezbiocloud.net/, serta 

analisis pembatasan spesies menggunakan ASAP (Assemble 

Species by Automatic Partitioning) pada website 

https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/.  

Tabel 4. 6 Komposisi nukleotida sekuen PGPR-K2, PGPR-K2, serta 
isolat pembanding 

Sekuen 
Komposisi Nukleotida (%) 

Total 
A T G C 

PGPR-K1 25,79 20,89 30,57 22,83 1388 

PGPR-K2 25,65 21,00 25,65 22,83 1419 

B. albus 21.06 22.68 25.85 30.42 1420 

B. cereus 4589 20.89 22.84 25.79 30.48 1388 

B. cereus AM3 20.89 22.84 25.79 30.48 1388 

B. cereus ATCC 
14579T.45 

20.89 22.84 25.79 30.48 1388 

B. cereus NL1 20.99 22.82 25.70 30.49 1420 

B. cereus SK4-6.2 20.88 22.81 25.73 30.58 1403 

B. cereus sXaM21 21.00 22.83 25.65 30.51 1419 

B. cereus XS 24-5 20.99 22.82 25.70 30.49 1420 

B. cereus YR1 20.99 22.82 25.70 30.49 1420 

B. mobilis 20.92 22.75 25.85 30.49 1420 

B. paramycoides 20.92 22.82 25.85 30.42 1420 

B. paranthracis 20.99 22.82 25.77 30.42 1420 

B. thuringiensis 20.89 22.84 25.79 30.48 1388 

B. wiedmannii 20.99 22.68 25.92 30.42 1420 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ezbiocloud.net/
https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/
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Selanjutnya analisis menggunakan BLASTn pada tabel 

4.7 terhadap sekuen contig PGPR-K1 menunjukkan nilai 

similaritas 100% terhadap Bacillus cereus strain 4589, ATCC 

14579T.45, AM3 serta SK4-6.2 dan B. thuringiensis Zlynn 1000-

39, sedangkan PGPR-K2 menunjukkan similaritas 100% 

terhadap Bacillus cereus strain XaM21, 4589, XS24-5, YR1 dan 

NL1. 

Tabel 4. 7 Hasil analisis BLASTn pada sekuen PGPR-K1 dan PGPR-K2 

Acc. Number Percent 

Identify 

Query 

Cover 

E. Value Species 

PGPR K1 

MT545090.1 100% 100% 0.0 B.cereus 4589 

MN543757.1 100% 100% 0.0 
B.cereus ATCC 

14579T.45 

MN907471.1 100% 100% 0.0 B. cereus AM3 

MN421119.1 100% 100% 0.0 B.cereus  SK4-6.2 

KY316460.1 
100% 100% 0.0 B.thuringiensis 

Zlynn 1000-39 

PGPR K2 

MW559391.1 100% 100% 0.0 B.cereus XaM21 

MT545090.1 99,93% 100% 0.0 B.cereus 4589 

MT000038.1 99,93% 100% 0.0 B.cereus XS 24-5 

MH174083.1 99,93% 100% 0.0 B.cereus YR1 

MZ749713.1 99,93% 100% 0.0 B.cereus NL1 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT545090.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=W6JPDXH0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN543757.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=W6JPDXH0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN907471.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=W6JPDXH0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN421119.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=W6JPDXH0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY316460.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=XUXS1MUK013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW559391.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=W6K3G599013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT545090.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=W6K3G599013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT000038.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=W6K3G599013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH174083.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=W6K3G599013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ749713.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=W6K3G599013
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Kemudian analisis sekuen contig pada website EzBio 

Cloud terhadap PGPR-K1 dan PGPR-K2 dapat dilihat pada tabel 

4.8, dikonfirmasi kedua sekuen yang didapatkan merupakan 

Bacillus cereus dengan similaritas 99,78% dengan rasio variasi 

nukleotida 3 dari 1388 bp pada PGPR-K1 dan 99,58%  dengan 

rasio variasi nukleotida 4 dari 1419 bp pada PGPR-K2. 

Selanjutnya posisi variasi nukleotida hasil analisis MultAlin 

dapat dilihat pada tabel 4.9. 

Tabel 4. 8 Hasil analisis sekuen PGPR-K1 dan PGPR-K2 
menggunakan EzBio Cloud 

Acc. Number Similarity Var ratio Species 

PGPR-K1 

AE016877 99,78% 3/1388 B.cereus 

LOBC01000053 99,71% 4/1388 B.wiedmannii 

MAOI01000012 99,71% 4/1388 B. paramycoides 

MACE01000012 99.71% 4/1388 B.paranthracis 

MAOE01000087 99,71% 4/1388 B. albus 

PGPR-K2 

AE016877 99,58% 6/1419 B.cereus 

LOBC01000053 99,51% 7/1419 B.wiedmannii 

MAOI01000012 99,51% 7/1419 B. paramycoides 

MACE01000012 99,51% 7/1419 B.paranthracis 

MAOE01000087 99,51% 7/1419 B. albus 

 

 

https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=AE016877
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=LOBC01000053
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=MAOI01000012
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=MACE01000012
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=MAOE01000087
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=AE016877
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=LOBC01000053
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=MAOI01000012
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=MACE01000012
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=MAOE01000087
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Tabel 4. 9 Variasi nukleotida pada sekuen PGPR-K1 dan PGPR-K2 
terhadap isolat pembanding 

Sekuen 
Posisi nukleotida 

1 4 6 7 8 9 10 20 142 965 1412 

B. cereus A C T G C A A A C A T 

PGPR-K1    T G C - - . .  

PGPR-K2 C T C T G C . - . . - 

B. wiedmanni . . . . . . . . T . A 

B. 

paramycoides 
. . . . . . . . . C A 

B. 

paranthracis 
. . . . . . . . . C . 

B. albus . . . . . . . . T . . 

 

Sekuen PGPR-K1 dan PGPR-K2 selanjutnya didaftarkan 

pada NCBI guna mendapatkan accesion number. Analisis 

chimera menggunakan DECHIPER versi 2.31.3 terhadap 

sekuen PGPR-K1 dan PGPR-K2 pada Gambar 4.25 

menunjukkan tidak adanya chimera pada sekuen yang 

didapatkan. 

 

Gambar 4. 25 Analisis chimera terhadap sekuen PGPR-K1 dan PGPR-
K2 
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Selanjutnya hasil submit sekuen ke database NCBI pada 

Gambar 4.26 didapatkan accesion number PP446653 untuk 

sekuen PGPR-K1 dan PP446654 untuk sekuen PGPR-K2. 

 

 

Gambar 4. 26 Accesion number sekuen PGPR-K1 dan PGPR-K2 

Kemudian sekuen hasil analisis BLASTn serta EzBio 

Cloud selanjutnya digunakan sebagai pembanding pada 
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rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan MEGA 11 

dengan algoritma UPGMA dan pengulangan 1000x bootstrap 

dengan hasil seperti pada Gambar 4.27 serta analisis 

pembatasan spesies dengan hasil pada Gambar 4.28 dan 

analisis jarak genetik seperti pada Tabel Lampiran 23. 

 

Gambar 4. 27 Pohon filogenetik dengan 1000x bootstrap (Maximum 
Likelihood – Kimura 2) 

Berdasarkan hasil rekonstruksi pohon filogenetik yang 

diperoleh diketahui isolat PGPR-K1 dan PGPR-K2 berada pada 

satu klad yang sama dengan Bacillus cereus strain sXaM21 dan 
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Bacillus cereus 4589 sehingga semakin menguatkan hasil 

analisis BLASTn, namun beberapa cabang pohon hasil 

rekonstruksi filogenetik yang didapatkan memiliki nilai 

bootstrap yang rendah. Selain itu diketahui Bacillus cereus dan 

Bacillus thuringiensis memiliki kedekatan taksonomi yang 

ditandai dengan kedekatan klad yang dihasilkan.  

 

Gambar 4. 28 Hasil analisis ASAP terhadap sekuen PGPR-K1 dan 
PGPR-K2 

Berdasarkan Gambar 4.28 diketahui hasil analisis ASAP 

terbagi menjadi enam bentuk yang berbeda dengan hasil 

terbaik berdasarkan skor ASAP terdapat pada pengelompokan 

tiga partisi dengan skor 2,00, namun apabila diperhatikan 

lebih cermat hasil tersebut kurang maksimal dikarenakan 

kelompok Bacillus cereus dan Bacillus lain ditempatkan pada 

satu kelompok yang sama. Setelah dilakukan konfirmasi secara 

manual, didapati hasil terbaik terdapat pada pengelompokan 

lima partisi dengan skor ASAP 3,00 dengan sekuen PGPR-K1 
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dan PGPR-K2 berada dalam satu kelompok dengan Bacillus 

cereus strain lain yang ditandai dengan warna biru tua, 

kemudian B. basilensis, B. albus, B. wiedmanni dan B. 

proteolyticus berada pada satu klad yang sama ditandai dengan 

warna ungu, selanjutnya B. toyonensis,  B. pasificus, dan B. 

mobilis pada klad yang sama dengan warna biru muda, serta B. 

parantrachis dan B. paramycoides pada klad yang sama dengan 

warna abu-abu. Namun setiap pengelompokan menempatkan 

Bacillus thuringiensis yang seharusnya terpisah dengan 

kelompok Bacillus cereus berada dalam satu kelompok. 

B. Pembahasan Hasil Penelitian 

1. Parameter Lingkungan Lokasi Sampel Tanah Terpupuk 

dan Tidak Terpupuk Kimia 

Parameter lingkungan dari kedua lokasi menunjukkan 

perbedaan yang tidak signifikan, namun secara deskriptif 

diketahui pH pada tanah terpupuk kimia lebih rendah 

dibandingkan tanah tidak terpupuk, hal tersebut 

dimungkinkan terjadi karena akumulasi penggunaan pupuk 

kimia berkepanjangan yang menyebabkan penurunan pH 

(Pahalvi et al., 2021). pH tanah berkaitan erat dengan 

kemampuan penyerapan unsur hara tanah oleh tanaman. 

Penyerapan ion ammonium, kalium dan fosfat diketahui 

menurun sejalan dengan penurunan pH tanah (Barrow & 

Hartemink, 2023). Selain itu pH rendah diketahui menurunkan 

struktur mikroba dengan mempengaruhi taksa mikroba 
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tertentu seperti Proteobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi, dan 

Acidobacteria (Siciliano et al., 2014) yang dibuktikan oleh Yun 

et al., (2016) yang mendapati penurunan keanekaragaman 

Acidobacteria, Verrucomicrobia dan Planctomycetes pada tanah 

dengan pH 5,6. 

Selanjutnya suhu tanah dan suhu udara tergolong tinggi 

dikarenakan pada saat pengambilan sampel tanah sedang 

terjadi El-Nino yang mengakibatkan penurunan curah hujan 

sehingga terjadi kekeringan berkepanjangan seperti pada 

tabel 4.2. Namun suhu yang didapati masih dalam rentang 

normal serta tidak berpengaruh pada aktivitas PGPR dalam 

mengunduksi tanaman yang dibuktikan dengan penelitian 

Zhang et al., (2023) yang mendapati aktivitas PGPR dalam 

meningkatkan pertumbuhan dan perkembangan tanaman 

pada kisaran suhu 5°C-14°C di bawah tekanan dingin dan 40°C-

50°C di bawah tekanan panas.  

Kemudian intensitas cahaya yang berbeda signifikan 

disebabkan lokasi pengambilan sampel tanah tidak terpupuk 

yang berada di hutan sehingga cahaya matahari terhalang 

pepohonan. Intensitas cahaya yang tinggi sejalan dengan 

kelembaban udara dan mempengaruhi pertumbuhan tanaman 

serta biomassa mikroba tanah (Irawan et al., 2021; Li et al., 

2023). Penelitian Wu et al., (2023) menunjukkan pertumbuhan 

jagung meningkat seiring dengan meningkatnya kelembapan 

karena kelembapan tinggi menjaga stomata tetap terbuka 
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untuk proses fotosintesis dan meminimalkan proses 

penguapan. Selain itu laju fotosintesis jagung jenuh cahaya 

menurun secara bertahap dan sangat signifikan ketika durasi 

cahaya tinggi harian diperpendek. Kemudian penelitian Ma et 

al., (2018) menyatakan intensitas cahaya yang tinggi 

mengurangi biomassa mikroba tanah yang dianalisis dengan 

asam lemak fosfolipid. 

2. Isolasi Bakteri Kandidat PGPR 

Isolasi yang dilakukan bertujuan sebagai seleksi awal 

bakteri yang memiliki aktivitas PGPR pada tiga parameter 

meliputi penambat nitrogen, pelarut fosfat, dan pelarut kalium. 

Parameter yang digunakan didasarkan pada fungsi ketiganya 

sebagai nutrisi utama pada pertumbuhan tanaman. Digunakan 

tiga media selektif pada tahap isolasi kandidat PGPR yang 

terdiri dari media Burks, Pikovskaya, dan Aleksandrow agar. 

Kemampuan penambat nitrogen penting diujikan karena 

nitrogen yang merupakan makro nutrien utama dalam bentuk 

mineral anorganik yakni amonia (NH4+) dan nitrat (NO3-) 

hanya tersedia ~2% di tanah dan 98% nitrogen dalam bentuk 

organik membutuhkan waktu mineralisasi yang lambat 

sehingga tidak efektif (Liu et al., 2014). Penggunaan pupuk 

nitrogen sintetis yang diproduksi menggunakan prinsip 

Haber-Bosch dengan menggabungkan nitrogen atmosfer (N2) 

dan hidrogen (H2) juga menggunakan terlalu banyak energi 

dalam proses produksinya (Va zquez et al., 2021). Hal tersebut 
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menjadikan kemampuan penambatan nitrogen oleh bakteri 

penting untuk diketahui guna dijadikan sebagai alternatif 

sumber nitrogen. 

Hasil isolasi bakteri pelarut nitrogen pada penelitian ini 

lebih sedikit dibandingkan penelitian pada rizosfer jagung oleh 

Arsita et al., (2020) dengan 20 koloni serta Sangoquiza-Caiza 

et al., (2023) yang memperoleh 19 koloni. Penggunaan media 

Burk’s agar yang merupakan media selektif tanpa nitrogen 

dengan komposisi seperti pada Tabel Lampiran 1 

memanfaatkan kemampuan bakteri penambat nitrogen yang 

menggunakan nitrogen dari atmosfer untuk metabolismenya 

(Lihan et al., 2021). Media Burk’s telah digunakan sebagai 

media selektif untuk isolasi bakteri penambat nitrogen dari 

tanah pada penelitian sebelumnya oleh Arsita et al., (2020); 

Chakraborty et al., (2019) & Kayasth et al., (2014).  

Selanjutnya kemampuan pelarutan fosfat oleh bakteri 

penting diujikan karena fosfat merupakan elemen kunci pada 

proses fotosintesis, respirasi dan biosintesis asam nukleat 

serta berperan dalam regulasi enzim (Lambers, 2022). Tanah 

memiliki cadangan fosfat dengan kandungan yang bervariasi 

mulai dari 0,02-0,5% dengan rata-rata 0,05% dan pada lapisan 

atas sebanyak 50-3000 mg/kg tanah (Ahmed et al., 2019; Zhu 

et al., 2018). Namun hanya 0,1% dari total fosfat tersebut yang 

diserap tanaman karena cadangan yang tersedia berbentuk 

kompleks organik (PO4-3), sedangkan tanaman hanya 
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menyerap fosfat anorganik dalam bentuk ion monobasa 

(H2PO4-) dan dan ion dibasa (HPO4-2) (Pe rez-Montan o et al., 

2014). Hal tersebut menjadikan peran bakteri pelarut fosfat 

penting guna memecah kompleks fosfat anorganik melalui 

mekanismenya. 

Hasil isolasi bakteri pelarut fosfat pada penelitian ini 

lebih banyak dibandingkan isolasi yang dilakukan dari rizosfer 

jagung oleh Haswania et al., (2021) yang memperoleh tiga 

koloni serta Panjaitan et al., (2020) dengan 16 koloni, namun 

lebih sedikit dibandingkan penelitian Manzoor et al., (2017) 

dengan 54 koloni. Pikovskaya merupakan media selektif untuk 

menguji kemampuan bakteri dalam melarutkan fosfat yang 

dengan komposisi seperti pada Tabel Lampiran 2 dengan 

trikalsium fosfat (Ca3(PO4)2) sebagai persediaan fosfat tidak 

terlarut (Santos et al., 2020). Media Pikovskaya digunakan 

sebagai media isolasi bakteri pelarut fosfat dari rizosfer jagung 

pada penelitian Manzoor et al., (2017) & Silva et al., (2021). 

Koloni yang membentuk zona bening disekitarnya 

menandakan adanya aktivitas pelarutan trikalsium fosfat 

melalui sekresi asam oraganik pada media Pikovskaya (Paul & 

Sinha, 2017).  

Pelarutan kalium digunakan sebagai parameter pengujian 

karena kalium merupakan merupakan makro nutrien terbesar 

ketiga yang dibutuhkan oleh tanaman (Dhillon et al., 2019) 

yang berperan dalam mengatur metabolisme, fisiologis, dan 
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fotosintesis tanaman (Wang et al., 2015). Di dalam tanah, 

terdapat empat bentuk kalium, yaitu K tidak tersedia, K 

tersedia, K tidak ditukar, dan K ditukar (Kour et al., 2020). K 

tidak tersedia meliputi feldspar, mika, biotit, muskovit, dan 

nepheline. Dari keempat jenis K, hanya sekitar 0,1–0,2% yang 

digunakan tanaman karena K yang lain terdapat dalam bentuk 

tidak larut (Rawat et al., 2016) sehingga kemampuan pelarutan 

fosfat oleh bakteri menjadi penting. 

Selanjutnya hasil isolasi bakteri pelarut kalium pada 

penelitian ini lebih sedikit dibandingkan penelitian 

Herdiyantoro et al., (2018) dan Saheewala et al., (2023) yang 

memperoleh 50 dan 65 koloni. Aleksandrow merupakan media 

selektif bakteri pelarut kalium dengan potassium alumino 

silicate sebagai sumber kalium tidak larut. Aleksandrow 

banyak digunakan sebagai media isolasi pelarut kalium dari 

rizosfer, seperti penelitian Sun et al., (2020) & Yaghoubi 

Khanghahi et al., (2021). Bersama dengan bahan lain pada 

Tabel Lampiran 3, media Aleksandrow memanfaatkan 

mekanisme utama pelarutan kalium oleh bakteri yang terjadi 

melalui produksi asam organik melalui mekanisme asidolisis 

yang mampu mengkonversi potassium alumino silicate menjadi 

bentuk kalium larut serta menurunkan pH media (Meena et al., 

2014, 2015).  



107 
 

 

3. Uji Pendahuluan Isolat PGPR 

a. Uji Penambatan Nitrogen  

Pengujian penambatan nitrogen dilakukan pada pH 7,0 

disesuaikan dengan penelitian Ha et al., (2018) yang 

menyatakan pH tersebut merupakan pH optimal pertumbuhan 

bakteri pada media Burk’’s Agar. Selanjutnya waktu dan suhu 

inkubasi didasarkan pada penelitian Aasfar et al., (2021) & 

Evandro et al., (2019) yang menyatakan suhu terbaik untuk 

aktivitas bakteri penambat nitrogen adalah 30°C. Namun hasil 

pengujian yang dilakukan tidak sesuai dengan teori dan 

mengalami kegagalan. 

Kegagalan uji pendahuluan penambatan nitrogen terjadi 

karena overgrowth yang kemungkinan disebabkan beberapa 

hal seperti nutrisi berlebih pada media, waktu dan suhu 

inkubasi yang tidak sesuai, jumlah isolat yang diinokulasikan, 

serta aktivitas metabolisme tiap bakteri yang berbeda (Davis 

et al., 2005). Pengujian ulang selanjutnya dilakukan 

menggunakan media Ashby agar. 

Ashby's merupakan media selektif dengan komposisi 

seperti pada Tabel Lampiran 4 untuk isolasi Azotobacter, 

bakteri penambat nitrogen non-simbiotik yang menggunakan 

mannitol sebagai sumber karbon dan nitrogen atmosfer 

sebagai sumber nitrogen. Koloni Azotobacter dicirikan 

memiliki permukaan datar, berwarna putih mengkilap, dengan 

bentuk koloni berupa bulatan-bulatan kecil (Hermiati et al., 
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2021). Media Ashby banyak digunakan sebagai media selektif 

bakteri penambat nitrogen seperti pada penelitian Hadija et al., 

(2021); Roychowdhury et al.,(2017) & Shi et al., (2023). 

Kemampuan bakteri penambat nitrogen untuk 

memfiksasi nitrogen atmosfer didapatkan melalui enzim 

nitrogenase sebagai katalis. Nitrogenase merupakan kompleks 

enzim dengan dua komponen logam: dinitrogenase MoFe 

(protein molibdenum-besi) yang berfungsi sebagai komponen 

katalitik dan dinitrogenase reduktase (protein Fe). Kedua 

komponen logam ini dikodekan oleh gen nif, yaitu gen nifD dan 

nifK yang mengkode dinitrogenase MoFe serta gen nifH yang 

mengkode dinitrogenase reduktase Fe (Bure n & Rubio, 2018; 

Seefeldt et al., 2018). Selain Azotobacter, isolat yang tumbuh 

pada media Ashby diduga berasal dari genus Azospirillum., 

Beijerinckia, Burkholderia, Clostridium, Enterobacter, 

Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Ideonella, Klebsiella., 

Methanosarcina, Pseudomonas, atau PaeniBacillus. (Ghorai & 

Ghosh, 2023).  

b. Uji Pelarutan Fosfat 

Pengujian aktivitas pelarutan fosfat dilakukan 

menggunakan media Agar Pikovskaya yang mengandung tri-

kalsium fosfat (TCP) sebagai sumber fosfat tidak larut. 

Selanjutnya penggunaan suhu dan waktu inkubasi didasarkan 

pada penelitian Fasim et al., (2002) tentang aktivitas maksimal 

pelarutan fosfat oleh bakteri. 
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Aktivitas pelarutan fosfat antar isolat dari masing-

masing sampel tanah pada penelitian ini bervariasi yang 

menandakan adanya perbedaan aktivitas tiap isolat dalam 

melarutkan fosfat pada media dengan mekanisme utama 

pelarutan fosfat melalui pelepasan asam organik yang diatur 

oleh gen PQQ sebagai produk metabolisme mikroba yang 

sebagian besar terjadi melalui respirasi oksidatif dan 

fermentasi sehingga terbentuk zona bening disekeliling koloni 

(Pande et al., 2017).  

Zona bening yang didapatkan pada penelitian ini lebih 

besar dibandingkan penelitian Qingwei et al., (2023) yang 

mendapatkan hasil zona bening pada waktu inkubasi 120 jam 

sebesar 1,5 mm, namun lebih kecil dibandingkan penelitian 

Tariq et al., (2022) dengan luas zona bening sebesar 240 mm 

pada waktu inkubasi 120 jam dan 260 mm pada waktu 

inkubasi 168 jam.  

Pengukuran zona bening dilakukan sebanyak tiga kali 

bertujuan untuk mengetahui aktivitas pelarutan fosfat pada 

tiap fase pertumbuhan, hasil yang didapatkan menunjukkan 

pelarutan fosfat tertinggi terjadi pada fase eksponensial yang 

selanjutnya hanya terjadi kenaikan tidak signifikan saat 

bakteri mulai memasuki fase stationer. Hal tersebut terjadi 

karena fase eksponensial merupakan fase ketika sel 

melakukan pembelahan biner yang menyebabkan aktivitas 

metabolisme tinggi karena DNA, RNA, serta metabolit lain yang 
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diperlukan untuk pertumbuhan dihasilkan untuk pembelahan 

(Allen & Waclaw, 2019). Penggunaan luas zona bening sebagai 

parameter pengukuran didasarkan pada penelitian yang 

dilakukan Barrow., (2017); Scanlan et al., (2015); & Tucher et 

al., (2017) yang menyatakan adanya korelasi positif antara 

penurunan pH dengan konsentrasi fosfat terlarut dalam media 

yang disebabkan oleh produksi asam organik oleh bakteri 

(Penn & Camberato, 2019).  

Beberapa asam organik yang diproduksi seperti asam 

format, asam 2-ketoglukonat, sitrat, oksalat, laktat, isovalerat, 

suksinat, glikolat dan asam asetat mengakibatkan penurunan 

pH di sekitar koloni sehingga terbentuk zona bening 

disekeliling koloni (K. Patel et al., 2015). Selain itu penelitian 

oleh Richardson & Hadobas, (1997) mendapati kemampuan 

sekresi enzim fitase oleh bakteri Pseudomonas sp.. Fitase 

merupakan enzim yang menghilangkan gugus fosfat dari myo-

inositol 1,2,3,4,5,6-heksakisfosfat (phytate acid), yang 

merupakan bentuk penyimpanan utama fosfat dalam tanaman 

yang digunakan sebagai energi untuk metabolisme 

(Choudhary & Johri, 2009).  

Isolat yang memiliki aktivitas pelarutan fosfat diduga 

berasal dari genus Arthrobacter, Bacillus, Beijerinckia, 

Burkholderia, Enterobacter, Microbacterium, Pseudomonas, 

Erwinia, Rhizobium, Mesorhizobium, Flavobacterium, 

Rhodococcus, atau Serratia (Oteino et al., 2015). Pernyataan 
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tersebut dibuktikan oleh Qingwei et al., (2023) yang 

mendapatkan aktivitas pelarutan fosfat oleh Bacillus sp. dan 

Rhizobium sp. serta Mohamed et al., (2019) pada Enterobacter 

aerogenes. 

c. Uji Pelarutan Kalium  

Pengujian aktivitas pelarutan kalium dilakukan 

menggunakan media Aleksandrow agar yang mengandung 

potassium alumino silicate (AlKO6Si2) sebagai kalium tidak 

terlarut. Pemilihan suhu dan pH didasarkan pada penelitian 

Wang et al., (2022) tentang suhu optimal pertumbuhan dan 

metabolisme bakteri pelarut kalium serta Sood et al., (2023) 

tentang pH optimal bakteri pelarut kalium pada media 

Aleksandrow agar. 

Kegagalan modifikasi yang dilakukan terhadap media 

Aleksandrow dengan penambahan bromothymol blue 

sebanyak 100 mgL1 disebabkan kesalahan perhitungan, 

modifikasi seharusnya dilakukan dengan menambahkan 2 mlL-

1 sehingga bromothymol blue yang ditambahkan tidak cukup 

untuk membuat perubahan warna pada media. Kesalahan 

dalam modifikasi yang dilakukan tidak berpengaruh terhadap 

indeks kelarutan kalium karena fungsi utama dari 

bromothymol blue hanya sebagai pewarna untuk memudahkan 

pengamatan zona bening (Rajawat et al., 2016).  

Zona bening yang terbentuk pada penelitian ini lebih 

kecil dibandingkan penelitian Sun et al., (2020) dengan 
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rentang zona bening pada hari ketujuh sebesar 169 – 423 mm 

serta penelitian Khanghahi et al., (2021) yang memperoleh 

rentang zona bening sebesar 143-192 mm pada hari yang 

sama. Selain itu nilai indeks pelarutan kalium pada setiap isolat 

dari masing-masing sampel bervariasi yang disebabkan 

perbedaan kemampuan masing-masing isolat dalam 

memproduksi jenis serta jumlah asam organik. Namun 

perbedaan nilai indeks juga dipengaruhi jenis kalium tidak 

larut yang digunakan, penelitian Setiawati & Mutmainnah, 

(2016) menggunakan feldspar, leucite, dan trachyte sebagai 

sumber kalium tidak larut memberikan hasil pelarutan yang 

berbeda terhadap isolat yang sama. Hal tersebut dikuatkan 

oleh Ismangil & Hanudin, (2005) yang menyatakan bahwa 

mekanisme pelarutan kalium dipengaruhi oleh jenis mineral, 

pH, serta jenis dan jumlah asam organik yang disekresikan.  

Mekanisme pelarutan kalium oleh bakteri hampir sama 

dengan pelarutan fosfat, yakni melalui pembentukan asam 

organik (Kumar et al., 2016; Meena et al., 2016). Asam organik 

yang dihasilkan melepaskan proton yang menggantikan 

kalium tidak larut dari mineral seperti micas, illite, feldspar, 

dan ortoklas serta mempercepat pelapukan mineral kalium 

melalui pembentukan kompleks logam-organik Al3+, Si4+, Ca2+, 

dan Fe2+ yang melemahkan struktur kisi mineral pembawa 

kalium dan melepaskan kalium ke tanah (Etesami et al., 2017; 

Sattar et al., 2019). Beberapa asam organik yang dihasilkan 
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oleh bakteri pelarut fosfat adalah asam oksalat, sitrat, tartarat, 

format, dan malat (Shanware et al., 2014). Asam organik yang 

disekresikan menurunkan pH media menyebabkan 

pembentukan zona bening disekitar koloni (Sheng & He, 2006), 

hal tersebut mendasari penggunaan zona bening sebagai 

standar pengukuran. 

Penggunaan media Aleksandrow juga didasarkan pada 

kemampuan bakteri yang mensekresikan lebih banyak asam 

organik untuk hidrolisis kalium saat berada dalam media 

dengan sumber kalium tidak larut. Gen yang berhubungan 

dengan asam organik seperti acetid acid kinase (ackA) dan 

citrid acid synthase (gltA) yang terlibat dalam sintesis asam 

sitrat, serta malate dehydrogenase (mdh) dan 

phosphoenolpyruvate carboxylase (ppc) yang terlibat dalam 

sintesis asam malat diregulasi secara signifikan ketika sumber 

kalium tidak terlarut digunakan (Chen et al., 2022).  

Isolat yang menunjukkan aktivitas pelarutan kalium 

diduga berasal dari genus Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, 

Klebsiella, Rhizobium, PaeniBacillus, Pseudomonas, atau 

Mesorhizobium (Raji & Thangavelu, 2021). Hal tersebut 

didukung beberapa penelitian yang menunjukkan kemampuan 

bakteri dalam melarutkan kalium seperti Pramanik et al., 

(2019) yang menyatakan Bacillus pseudomycoides melarutkan 

kalium sebesar 33-322,40 mg/L, serta penelitian Xiao et al., 
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(2017) yang mendapati pelarutan kalium dari  Mesorhizobium 

sp., PaeniBacillus sp., dan Arthrobacter sp..  

Selain melarutkan kalium, bakteri pelarut kalium 

berpengaruh terhadap pertumbuhan dan perkecambahan 

jagung, seperti penelitian Feng et al., (2019) yang menguji 

Bacillus mojavensis JK07 dan mendapati strain tersebut 

meningkatkan toleransi stress jagung terhadap garam, 

selanjutnya penelitian Meena et al., (2018) terhadap 

Agrobacterium tumefaciens OPVS10 yang meningkatkan 

pertumbuhan dan berat benih jagung serta Yallappa et al., 

(2015) yang mendapat hasil peningkatkan panjang, lingkar, 

berat tongkol, serta hasil benih per tongkol dan per hektar. 

4. Uji Lanjutan Isolat PGPR 

a. Uji Produksi Indole Acetid Acid 

Produksi Indole-3-Acetic Acid (IAA) oleh bakteri 

merupakan salah satu mekanisme bakteri dalam 

meningkatkan pertumbuhan tanaman sehingga penting 

diketahui kemampuannya. IAA merupakan hormon 

pertumbuhan yang bertanggung jawab atas pembelahan sel, 

pemanjangan akar, dan proliferasi akar. Hal tersebut 

dibuktikan oleh penelitian Guerra et al., (2023) yang 

mendapati bakteri penghasil IAA LysiniBacillus sp 

meningkatkan panjang akar jagung. Azospirillum, 

Agrobacterium, Bacillus, Bradyrhizobium, Enterobacter, 
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Erwinia, Pseudomonas, dan Rhizobium merupakan beberapa 

bakteri yang mampu memproduksi IAA (Park et al., 2021). 

Pengujian kemampuan produksi IAA yang dilakukan 

menggunakan metode kolorimetri dengan penambahan 5% L-

Triptofan sebagai prekursor menunjukkan semua isolat 

kandidat PGPR hasil isolasi menunjukkan hasil positif, hasil 

tersebut serupa dengan penelitian Karnwal & Dohroo, (2018) 

&. Zhang et al., (2021) menggunakan isolat asal jagung dan 

padi. Konsentrasi IAA pada pada penelitian ini tergolong 

rendah dibandingkan penelitian yang dilakukan oleh Astriani 

& Murtiyaningsih, (2018) dengan hasil produksi IAA sebesar 

398 µg/ml. namun lebih tinggi dibandingkan penelitian oleh 

Chandra et al., (2018) yang mendapati produksi IAA sebesar 

19µg/ml.  

Hasil rendah yang didapati pada penelitian ini 

dimungkinkan karena konsentrasi L-Triptofan yang terlalu 

tinggi serta waktu inkubasi yang kurang optimal. Hal tersebut 

didukung oleh Lebrazi et al., (2020) yang mendapati semakin 

tinggi konsentrasi L-Triptofan menyebabkan penurunan 

jumlah produksi IAA oleh Rhizobium sp. serta waktu inkubasi 

optimal pada hari kesembilan. Selain konsentrasi L-Triptofan 

serta waktu inkubasi, produksi IAA sangat dipengaruhi jenis 

gula yang digunakan sebagai media pertumbuhan, penelitian  

Penambahan L-Triptofan pada media pengujian 

didasarkan pada fungsinya sebagai prekursor untuk 
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biosintesis auksin. Triptofan merupakan asam amino aromatik 

yang diproduksi melalui jalur shikimate yang selanjutnya 

masuk kedalam protein selama sintesis sebagai backbone 

untuk metabolit sekunder tanaman termasuk indoleamin, 

auksin, alkaloid, benzoksazinoid, dan glukosinolat (Erland & 

Saxena, 2019).  

Metode kolorimetri menggunakan reagen Salkowski 

pertama kali digunakan oleh Gordon & Weber, (1951). Reagen 

Salkowski terdiri dari 0,5 M besi klorida (FeCl3) dan asam 

perklorat 35% (HClO4) yang pada saat bereaksi dengan IAA 

menghasilkan warna merah muda karena pembentukan 

kompleks IAA melalui reduksi Fe3+. Warna yang dihasilkan 

dari reaksi positif menunjukkan adanya berbagai senyawa 

indol sebagai produk metabolisme triptofan yang dapat diukur 

dengan spektrofotometer (Gang et al., 2019). Panjang 

gelombang yang digunakan untuk mengukur nilai absorbansi 

didasarkan pada penelitian Patel et al., (2018) dengan metode 

yang sama dan mendapati panjang gelombang terbaik berada 

pada 516 nm. 

Secara umum beberapa jalur yang digunakan dalam 

konversi triptofan menjadi IAA pada beberapa PGPR terdiri 

dari jalur indole-3-pyruvate acid (IPyA) (l-Trp → IPyA → indole-

3-asetaldehida (IAAld) → IAA) pada Enterobacter cloacae dan 

Bacillus amyloliquefaciens FZB42, kemudian jalur indole-3-

acetamide (IAM) (l-Trp → IAM → IAA) pada Streptomyces spp, 



117 
 

 

jalur tryptamine (TAM) (l-Trp → TAM → IAAld → IAA) pada 

Bacillus cereus, jalur tryptophan side chain oxidase (TSO) (l-Trp 

→ IAAld → IAA) oleh Pseudomonas fluorescens CHA0 serta jalur 

indole-3-acetonitrile (IAN) (l-Trp → IAN → IAA) pada beberapa 

strain Agrobacterium dan Rhizobium (Zhang et al., 2021). 

b. Uji Produksi Ammonia 

Produksi amonia (NH3) merupakan salah satu 

kemampuan penting dari PGPR dan termasuk mekanisme 

tidak langsung dalam peningkatan pertumbuhan tanaman 

(Hyder et al., 2020). PGPR mengubah nitrogen bebas menjadi 

bentuk anorganik berupa ammonia dan nitrat (Liu & Von 

Wire n, 2017). Bersama dengan nitrat, ammonia merupakan 

unsur nitrogen yang menjadi penyumbang 70% penyerapan 

anion dan kation tanaman sehingga kemampuan PGPR dalam 

memproduksi ammonia penting diketahui (Hachiya & 

Sakakibara, 2017). Hal tersebut didukung Li et al., (2023) yang 

menunjukkan pemberian ammonia pada jagung mempercepat 

perkecambahan benih serta meningkatkan tinggi bibit dan 

panjang akar dibandingkan dengan kontrol tanpa perlakuan.  

Pengujian aktivitas produksi ammonia yang dilakukan 

dengan metode Nessler menunjukkan semua isolat memiliki 

kemampuan produksi ammonia yang berbeda. Hasil tersebut 

serupa dengan penelitian Agbodjato et al., (2015) &. Dutta & 

Thakur, (2017) menggunakan isolat asal rhizosfer jagung dan 

teh. PGPR memproduksi amonia dengan menghidrolisis urea 
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menjadi amonia dan karbon dioksida (Rodrigues et al., 2016). 

Beberapa genus PGPR yang diketahui memproduksi ammonia 

antara lain Bacillus, Burkholderia, Paraburkholderia, Priestia, 

Pseudomonas, Halomonas, Sporosarsina dan Stappia 

(Abdelwahed et al., 2022). 

Metode uji ammonia menggunakan reagen Nessler 

pertama kali dikembangkan oleh Cappuccino & Sherman, 

(1992). Reagen nessler yang digunakan terdiri dari merkuri 

(II) iodida atau kalium iodida dalam larutan basa, umumnya 

natrium hidroksida atau kalium hidroksida yang apabila 

bereaksi dengan amonia akan membentuk senyawa berwarna 

kuning-oranye melalui reaksi 

2K2HgI4 + NH3 + 3KOH → HgO-Hg(NH2)I + 7KI + 2H2O 

(Persamaan 4.1) 

yang dapat ditentukan konsentrasinya dengan 

spektrofotometer pada panjang gelombang 410-425 nm. 

Semakin tinggi konsentrasi ammonia warna larutan meningkat 

dari kuning menjadi kuning-oranye/coklat kemerahan (Khalil 

et al., 2021). Penggunaan metode Nessler didasari pada 

kelebihannya yang mendeteksi konsentrasi amonia pada batas 

deteksi yang sebanding dengan metode lain seperti indophenol 

blue namun dengan proses yang relatif lebih cepat (Cui et al., 

2018). 



119 
 

 

5. Uji Aktivitas PGPR Terhadap Pertumbuhan Jagung 

Aktivitas PGPR terhadap pertumbuhan jagung diamati 

selama tujuh hari yang didasarkan pada fase perkembangan 

jagung  yang berada pada fase V1-V2 pada umur tujuh hari 

setelah proses perkecambahan. Pada fase V1-V2 pertumbuhan 

akar cukup cepat dan jumlah daun yang terbuka sempurna 

sekitar 2-4 helai sehingga dapat dibandingkan hasil 

pertumbuhan antar pengujian (Edwards, 2009).  

Pengujian yang dilakukan menunjukkan isolat PGPR 

meningkatkan panjang dan jumlah akar dibandingkan kontrol 

didukung Jochum et al., (2019) yang mendapati peningkatan 

panjang, diameter serta jumlah akar pada jagung yang 

diinokulasi Bacillus sp. strain 12D6 dan Enterobacter sp. strain 

16i serta Zerrouk et al., (2020) dengan hasil serupa 

menggunakan Bacillus toyonensis strain Bt04. 

Kemampuan PGPR dalam meningkatkan panjang akar 

disebabkan aktivitas produksi auksin yang dapat 

meningkatkan pertumbuhan akar (Chandra et al., 2018). Hal 

tersebut sejalan dengan hasil uji produksi auksin pada 

pengujian sebelumnya yang mendapati semua isolat memiliki 

kemampuan produksi auksin dengan memanfaatkan triptofan 

yang ditambahkan sebagai prekursor yang dikodekan oleh gen 

trp dan disintesis melalui lima jalur dengan indole-3-acetamide 

(IAM) dan indole-3-pyruvate (IPyA) sebagai jalur yang paling 

banyak digunakan (Patten et al., 2013).  
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Mekanisme peningkatan panjang akar jagung oleh 

auksin seperti yang dijelaskan oleh Cowling et al., (2023) 

dimulai saat auksin dibawa oleh gen ZmPINOID ke inti sel 

untuk menginduksi degradasi peptida represor (AUX/IAA) 

sebagai pengatur transkripsi gen yang mengkode faktor 

respons auksin (ARF) yang merupakan sebagai gen pengatur 

proses pertumbuhan dan perkembangan tanaman, selanjutnya 

AUX/IAA mengekpresikan gen ZmARF23 yang terkait 

perkembangan akar primer (Li et al., 2023; Liang et al., 2023) 

serta ZmARF2, ZmARF4 dan ZmARF5 yang terkait 

pembentukan akar lateral (Li et al., 2022; Yang et al., 2022). 

Selain itu auksin menempel pada reseptor membran ABP1 dan 

mengaktifkan reaksi kaskade yang menginduksi overekspresi 

enzim H + ATPase. Kedua mekanisme tersebut meningkatkan 

ion H+  yang masuk kedalam ruang apoplastik sehingga terjadi 

pengasaman yang meningkatkan fleksibilitas dinding sel dan 

menginduksi munculnya titik mitosis aktif yang menjadi akar 

sekunder baru (Canellas et al., 2020; Nardi et al., 2016; Taiz et 

al., 2015). 

Selanjutnya hasil tinggi jagung yang diinokulasi dengan 

isolat PGPR lebih tinggi dibandingkan kontrol, perlakuan isolat 

PGPR meningkatkan tinggi jagung 15,4%-72,1% pada hari ke 

tujuh, hasil serupa didapat pada penelitian Noumavo et al., 

(2013) menggunakan Azospirillum lipoferum dengan 

peningkatan 65,33% dan 57,33% menggunakan Pseudomonas 
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fluorescens dan Pseudomonas putida pada hari ke-14, serta 

penelitian Chen et al., (2021) menggunakan Sinorhizobium sp. 

A15, Bacillus sp. A28, Sphingomonas sp. A55 dan Enterobacter 

sp. P24 dengan peningkatan tinggi jagung 41,6%–47,2% pada 

hari ke 50. 

Perlakuan PGPR juga meningkatkan biomassa sebesar 

42,38%-55,88% terhadap kontrol pada berat kering dan 

15,02%-93,00% pada berat basah daun, batang dan juga akar 

pada hari ketujuh, hasil serupa didapatkan oleh Tang et al., 

(2020) menggunakan Burkholderia cepacia PB3 yang 

dikombinasikan dengan pupuk kimia dan organik dengan 

berat kering meningkat sebesar 29,87% pada hari ke 51 serta 

penelitian Huang et al., (2015) menggunakan Bacillus pumilus 

M-B23 dengan peningkatan berat basah 22,9% dan 31,5% 

pada berat kering batang dan daun hari ke-25 pada kondisi 

greenhouse. 

Peningkatan biomassa serta tinggi jagung merupakan 

hasil dari peningkatan asam amino yang dimodulasi oleh 

PGPR, Lephatsi et al., (2022) menjelaskan PGPR mengubah 

metabolisme jagung melalui peningkatan jalur biosintesis yang 

mempengaruhi metabolisme primer dan sekunder. PGPR 

secara signifikan meningkatkan metabolisme glycine (Gly), 

cystein (Cys), dan tyrosine (Tyr) yang berperan penting dalam 

sintesis lysine (Lys), methionine (Met), isoleucine (Ile) dan 

flavonoid dengan glycine yang berperan meningkatkan 
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pembentukan klorofil dan merangsang pertumbuhan vegetatif, 

PGPR juga meningkatkan kadar asam fenolat yang berperan 

dalam pembelahan sel serta salycilic acid yang memodulasi 

respirasi pada fase vegetatif jagung sehingga meningkatkan 

pertumbuhan dan biomassa jagung. 

Selanjutnya hasil tidak signifikan uji one way ANOVA 

pada variasi perendaman dan penyiraman dengan hasil 

panjang akar lebih tinggi dibandingkan penyiraman 

dimungkinkan terjadi karena pada saat dilakukan perendaman 

akar selama dua jam terjadi penempelan bakteri ke akar 

jagung melalui skema kemotaksis secara maksimal. Hasil 

berbeda didapatkan Li et al., (2019) & Li et al., (2023) yang 

mendapati peningkatan signifikan panjang akar pada biji 

jagung yang direndam selama tiga jam pada Bradyrhizobium 

japonicum dan Bacillus megaterium dibandingkan perlakuan 

tanpa perendaman. Selanjutnya hasil lebih rendah pada 

perlakuan penyiraman diduga karena kurangnya volume 

suspensi bakteri yang menyebabkan rendahnya kepadatan 

PGPR sehingga penempelan PGPR ke akar kurang maksimal. 

Dugaan tersebut didukung penelitian Dias et al., (2023) yang 

mendapati perlakuan Azospirillum baldaniorum 108 sel mL-1 

secara signifikan meningkatkan panjang dan diameter akar 

jagung dibandingkan perlakuan 106 sel mL-1 . 

Kemudian hasil tidak signifikan pada variasi 

pemotongan akar menunjukkan semua isolat yang digunakan 
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berpengaruh positif terhadap poses pemanjangan akar yang 

disebabkan produksi IAA oleh bakteri, hasil ini sesuai dengan 

uji lanjutan produksi IAA yang mendapati kemampuan 

produksi IAA pada semua isolat. PGPR diketahui memobilisasi 

nutrisi ke akar tanaman (Li et al., 2019).  

Kemudian perbedaan signifikan yang didapati pada 

variasi penggunaan media agar dan triptofan tidak sesuai 

dengan teori yang menyatakan penambahan L-Triptofan 

meningkatkan sintesis IAA oleh bakteri sehingga terjadi 

pemanjangan akar (Naveed et al., 2015 & Zhang et al., 2021). 

Perbedaan signifikan pada penggunaan media agar 

dimungkinkan terjadi karena produksi IAA berlebih pada 

media triptofan, hal ini didukung penelitian Alarco n et al., 

(2019) menyatakan pemberian auksin sintetis 1-naphthalene 

acetic acid dalam dosis tinggi (0,5µM) secara signifikan 

menurunkan panjang akar primer sekaligus menghambat 

pembentukan akar lateral jagung. 

Selanjutnya aktivitas PGPR asal tanah terpupuk dan 

tidak terpupuk kimia dalam menginduksi pertumbuhan jagung 

pada Gambar 4.15 menunjukkan isolat asal tanah terpupuk 

(FEB01) memiliki aktivitas yang lebih tinggi secara statistik 

tidak signifikan pada kelima variabel uji meliputi panjang akar, 

tinggi tanaman, jumlah daun, berat basah serta berat kering 

jagung dibandingkan isolat asal tanah tidak terpupuk (FEB02). 

Hal tersebut sekaligus menjawab hipotesis pada penelitian ini 
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dengan hasil hipotesis 0 ditolak dan hipotesis 1 diterima yang 

artinya terdapat perbedaan secara deskriptif aktivitas Plant 

Growth Promoting Rhizobia dari tanah terpupuk dan tidak 

terpupuk kimia dalam menginduksi pertumbuhan jagung. 

Hal tersebut dimungkinkan terjadi karena penyebab 

utama berkurangnya aktivitas PGPR pada tanah terpupuk 

kimia adalah pH yang rendah serta struktur tanah yang tidak 

mendukung, namun pada saat pengujian media yang 

digunakan memiliki pH netral serta tekstur yang mendukung 

pertumbuhan serta aktivitas PGPR sehingga metabolismenya 

berjalan dengan baik. Hal tersebut didukung penelitian 

Chandra et al., (2018) yang mendapati produksi IAA pada 

isolat CA2004 sebesar 20µg/ml pada pH 5 dan 46µg/ml pada 

pH 7. Selain itu penelitian Getahun et al., (2020) & Mustapha et 

al., (2022) mendapati pertumbuhan bakteri pada pH 7 secara 

signifikan meningkat dibandingkan pada pH 4. 

Selanjutnya hasil uji masing-masing isolat asal sampel 

FEB01 dengan K1 sebagai isolat paling potensial sejalan 

dengan hasil uji produksi ammonia yang dilakukan yang 

mendapati isolat K1 memiliki aktivitas produksi ammonia 

tinggi, meskipun pada uji produksi IAA isolat K1 memiliki hasil 

terendah sebesar 7,36 µg L-1 namun produksi IAA tidak 

menjadi penentu hasil secara keseluruhan karena PGPR 

memiliki mekanisme langsung dan tidak langsung dalam 

menginduksi pertumbuhan tanaman seperti pada Gambar 4.23 
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yang tidak semuanya diujikan pada penelitian ini (Khoso et al., 

2024). Kemudian hasil uji masing-masing isolat asal sampel 

FEB02 dengan K2 sebagai isolat paling potensial didukung 

dengan hasil uji produksi ammonia yang tergolong tinggi serta 

hasil uji produksi IAA sebesar 12,42 µg L-1.  

Selanjutnya pada tahap uji aktivitas PGPR terhadap 

pertumbuhan jagung ini dilakukan berbagai tahap pra uji 

seperti perendaman bakteri yang dilakukan agar bakteri 

menempel pada akar melalui skema kemotaksis dengan cara 

mengaktifkan jalur kemosensorik bakteri menggunakan 

fotosintat yang disekresikan akar sehingga bakteri akan 

membentuk exopolysaccharides dan lipopolysaccharides serta 

fibril selulosa untuk memulai penempelan dengan akar 

sehingga terbentuk biofilm yang merupakan penentu 

keberhasilan kolonisasi akar (Knights et al., 2021). 

Kemudian proses sterilisasi benih menggunakan NaOCl 

2% selama 2 menit dan ethanol 70% selama 30 detik dilakukan 

guna memastikan benih steril dari bakteri atau jamur sehingga 

tidak menyebabkan bias pada hasil pengujian, sterilisasi 

penting dilakukan karena adanya potensi bakteri yang 

terbawa benih (Dutta et al., 2014). Bakteri kontaminan seperti 

Pseudomonas syringae, Xanthomonas campestris, Ralstonia 

solanacearum, dan Erwinia amylovora menginfeksi tumbuhan 

dengan cara mensekresikan proteinnya kedalam sel inang 

melalui jalur sekresi tipe III (TTSS) saat benih mulai 
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berkecambah (Cornelis & Gijsegem, 2000). Penelitian Suriani 

et al., (2023) menyatakan Erwinia menyebabkan busuk batang 

dan Longhi et al., (2022) menyatakan Xanthomonas vasicola pv. 

Vasculorum menyebabkan belang daun pada jagung. 

Selanjutnya benih jagung dikecambahkan selama dua 

hari dengan akuades steril pada suhu 30°C, perkecambahan 

diawali dengan masuknya air hingga keluarnya plumula dan 

radikula dari dalam benih (Li et al., 2019). Air diperlukan 

untuk meningkatkan permeabilitas benih dan mengaktifkan 

cadangan makanan yang disimpan dalam benih melalui 

aktivasi enzim untuk dikirim ke embrio (Khalid et al., 2021). 

Perkecambahan mempengaruhi hasil dan kualitas tanaman 

serta menentukan penggunaan nutrisi dan air (Xue et al., 

2021). Perkecambahan dilakukan pada suhu 30°C karena 

jagung tidak berkecambah apabila suhu terlalu tinggi (>45°C) 

atau terlalu rendah (<6,2°C) (Meng et al., 2022; Sa nchez et al., 

2014) yang dibuktikan dengan penelitian (Khaeim et al., 2022) 

dengan hasil melambatnya perkecambahan pada suhu >35°C 

dan <15°C. 

Penggunaan isolat berumur 24 jam didasarkan pada fase 

logaritmik bakteri yang terjadi pada periode tersebut dimana 

sel menunjukkan tingkat pertumbuhan yang stabil, aktivitas 

metabolisme yang konsisten serta kepadatannya meningkat 

(Rolfe et al., 2012). Selanjutnya media YPB dan YPA digunakan 

dengan yeast sebagai sumber nutrisi dan peptone sebagai 
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sumber nitrogen organik bagi bakteri (Andualem & Gessesse, 

2013).  

Kemudian penggunaan panjang akar sebagai variabel 

pengamatan utama didasarkan pada morfologi akar yang 

secara langsung mempengaruhi pertumbuhan tunas karena 

adanya hubungan alometrik yang responsif terhadap kondisi 

pertumbuhan tanaman (Silva et al., 2017). Selain itu penelitian 

Li & Bao, (2015) menemukan bahwa tinggi tunas dan biomassa 

berkaitan erat dengan panjang akar serta penelitian Dong et al., 

(2020) yang menyatakan adanya hubungan langsung antara 

morfologi akar dengan perkembangan daun. Selanjutnya tinggi 

tanaman digunakan sebagai variabel karena merupakan 

ukuran pertumbuhan yang paling mudah dilihat dan 

dibedakan antar tanaman (Sitompul & Guritno, 1995). 

Kemudian jumlah daun digunakan sebagai indikator tinggi 

rendahnya unsur hara pada suatu media, hal tersebut terjadi 

disebabkan kandungan hara yang tersedia dapat memacu 

aktivitas hormonal dalam pembentukan daun (Goldsworthy & 

Fisher., 1992) sehingga sesuai untuk dijadikan indikator dalam 

melihat isolat yang menghasilkan unsur hara tertinggi. 

Pengukuran berat kering dan basah dilakukan untuk 

mengukur biomassa tumbuhan. Biomassa merupakan 

indikator yang paling umum digunakan untuk mengetahui 

pertumbuhan tanaman karena merupakan gabungan 
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peristiwa tanaman selama siklus hidupnya dan mudah untuk 

diukur (Sitompul & Guritno, 1995). 

6. Identifikasi Morfologi Koloni dan Sel  

Identifikasi morfologi bertujuan sebagai langkah awal 

dalam mengidentifikasi bakteri sebelum dilakukan pengujian 

lanjutan seperti uji biokimia dan molekuler. Meskipun 

morfologi koloni dan sel bakteri tidak memiliki variabilitas 

struktural yang cukup untuk menentukan spesies, namun 

setiap bakteri memiliki karakteristik morfologi yang berbeda 

sehingga dapat digunakan sebagai data pendukung pengujian 

lanjutan (Ogodo et al., 2022). 

Identifikasi morfologi koloni dan sel yang terdapat pada 

tabel 4.5 juga diperoleh AlAli et al., (2021); Lelapalli et al., 

(2021) & Waday et al., (2022) yang melakukan isolasi bakteri 

dari rizosfer dan mendapati sebagian besar karakteristik 

morfologi koloninya berbentuk bulat dengan tepian rata serta 

memiliki elevasi cembung. 

Selanjutnya identifikasi morfologi sel dilakukan dengan 

pewarnaan gram dengan hasil isolat PGPR-K1 dan PGPR-K2 

tergolong kedalam bakteri gram positif yang dibuktikan 

dengan warna ungu pada dinding selnya. Warna ungu tersebut 

disebabkan kristal violet yang tertahan pada peptidoglikan 

setebal 20-80 nm yang dimiliki bakteri gram positif dimana 

bakteri gram negatif hanya memiliki peptidoglikan <10 nm 

(Mai-Prochnow et al., 2016).  
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Penggunaan pewarna gram sebagai metode identifikasi 

bakteri karena metode ini memanfaatkan perbedaan 

permeabilitas dinding sel antara bakteri gram positif dan 

negatif, dimana warna primer yang tertahan dalam lapisan 

peptidoglikan tebal bakteri gram positif tidak akan hilang 

sepenuhnya meskipun diberi decolourizer. Sedangkan pada 

bakteri gram negatif, pewarna primer hanya menempel pada 

lapisan lipopolisakarida luar yang larut dalam pelarut organik 

yang digunakan sebagai decolourizer dan selanjutnya bakteri 

gram negatif akan menyerap counterstain (Vijayakumar et al., 

2023). 

Selanjutnya hasil pengamatan bentuk sel isolat PGPR-K1 

dan PGPR-K2 yang berbentuk basil/batang disebabkan 

perbedaan penicillin binding protein yang menyusun 

peptidoglikan tiap bakteri, seperti peptidoglikan Bacillus 

subtilis yang tersusun atas 16 PBP serta Staphylococcus aureus 

yang tersusun atas lima PBP (Mitchell et al., 2023; Wacnik et 

al., 2022).  

Hasil pengamatan sel selanjutnya digunakan sebagai 

identifikasi awal untuk memperkirakan genus bakteri bersama 

dengan hasil pewarnaan gram. Berdasarkan hasil pengamatan, 

didapati PGPR-K1 dan PGPR K-2 merupakan bakteri gram 

positif berbentuk basil yang merupakan ciri umum dari 

Clostridium sp, Bacillus sp, serta Listeria sp. (Tripathi & Sapra, 

2022). Berdasarkan List of prokaryotic names with standing in 
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nomenclature (https://lpsn.dsmz.de/) terdapat 613 spesies 

yang tergolong dalam genus Bacillus. 334 spesies Clostridium, 

serta 30 spesies Listeria. 

Kristal violet dalam perwarnaan gram berfungsi sebagai 

pewarna dasar bermuatan positif mengandung kromatofor 

yang akan tarik menarik dengan bakteri, selanjutnya iodine 

digunakan sebagai mordan yang akan memperkuat ikatan 

kristal violet dengan bakteri. Pengunaan decolourizer 

bertujuan untuk menghilangkan pewarna primer pada bakteri 

sehingga safranin yang berfungsi sebagai counterstain 

menempel pada dinding sel.  

7. Identifikasi Molekuler Menggunakan Gen 16S rRNA 

Proses identifikasi molekuler diawali dengan isolasi DNA 

mengikuti protokol kit dengan penambahan lysozyme pada 

bakteri gram positif serta penggunaan Proteinase K. Lysozyme 

berfungsi memecah dinding sel bakteri dengan membelah 

peptidoglikan tebal pada bakteri gram positif. Selanjutnya, 

penambahan Proteinase K membantu menonaktifkan 

RNase/DNase untuk mencegah degradasi asam nukleat 

(Gautam, 2022; Gill et al., 2016). 

Tahapan selanjutnya adalah proses PCR dengan 

menggunakan gen 16S rRNA, PCR dilakukan sebanyak 30 

siklus dengan pertimbangan penggunaan siklus lebih dari 35x 

dapat menghasilkan produk sekunder serta kurang dari 30 

siklus mengurangi kuantitas produk yang diinginkan (Lorenz, 

https://lpsn.dsmz.de/
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2012). Gen 16S rRNA digunakan karena sifatnya yang 

conserved serta terdapat pada semua bakteri. Gen 16S rRNA 

merupakan komponen struktural utama pada subunit ribosom 

30S bakteri yang diperlukan untuk inisiasi sintesis protein dan 

stabilisasi pasangan kodon-antikodon selama translasi mRNA 

(Jay & Inskeep, 2015). Karena fungsionalitas serta sifatnya 

yang conserved, gen 16S rRNA banyak digunakan sebagai 

penanda filogenetik serta mendefinisikan tiga domain 

kehidupan (Woese et al., 1990). Gen 16S rRNA juga dipakai 

secara luas untuk identifikasi PGPR seperti penelitian Szilagyi-

Zecchin et al., (2014) yang mendapati bakteri Bacillus sp. dan 

Enterobacter sp., serta (Karnwal, 2017) dengan hasil 

Pseudomonas flourences dan Bacillus subtilis yang dilakukan 

pada sampel asal rizosfer jagung. 

Konfirmasi hasil dengan elektroforesis pada gel agarose 

0,8% menunjukkan pendaran DNA pada sampel PGPR-K1 dan 

PGPR-K2 sejajar dengan ladder pada ukuran 1500 bp. Hal 

tersebut menandakan keberhasilan proses amplifikasi yang 

dilakukan menggunakan primer universal 27f dan 1492r yang 

berukuran ±1500 bp. Namun hasil elektroforesis masih 

menunjukkan adanya smear pada bagian atas dan bawah band 

yang terbentuk, hal tersebut diakibatkan proses amplifikasi 

yang tidak sempurna, jumlah siklus, suhu annealing dan 

extension yang tidak sesuai, serta DNA template yang berlebih 

sehingga dibutuhkan purifikasi guna memastikan hasilnya 
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(Zrimec et al., 2013). Primer universal 27f dan 1492r 

sebelumnya telah digunakan untuk identifikasi PGPR seperti 

pada penelitian Hamada & Soliman, (2023) dengan hasil 

Serratia marcescens OK482790, Sembiring & Sumanto, (2022) 

dengan hasil Pseudomonas aeruginosa OIS 481 serta Zhang et 

al., (2018) dengan hasil Bacillus velezensis NJAU-Z9. 

8. Sekuensing dan Analisis Data Sekuensing 

Produk PCR selanjutnya disekuensing menggunakan 

metode sanger, namun sebelum dilakukan sekuensing, sampel 

terlebih dahulu dilakukan purifikasi. Purifikasi penting 

dilakukan guna menghilangkan sisa dNTP yang tidak 

teramplifikasi, enzim polimerase, sisa primer, garam, serta 

pengotor lain yang tersisa. Sisa bahan PCR dapat terbaca saat 

proses sekuensing sehingga mengurangi panjang pembacaan 

hingga menyebabkan hasil sekuensing tidak terbaca. Beberapa 

metode purifikasi PCR adalah bead-based, column-based, dan 

metode enzimatik menggunakan enzim eksonuklease I sebagai 

pendegradasi sisa primer serta alkali fosfatase yang 

mendefosforilasi dNTPs (Wohlhieter et al., 2021). Pada metode 

sanger sequencing, 2′,3′- dideoxynucleotides phosphates 

(ddNTPs) digunakan untuk sintesis DNA. Dengan tidak adanya 

gugus 3′-hidroksil pada 2′,3′- dideoxynucleotides phosphates, 

DNA tidak disintesis lebih lanjut karena tidak ada ikatan 

fosfodiester yang dibentuk dengan deoxynucleotides 

phosphates (dNTPs) berikutnya sehingga rantai akan terputus. 
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Keempat ddNTPs (ddATP, ddTTP, ddCTP, dan ddGTP) 

sebelumnya telah diberi label dengan pewarna fluorochrome 

yang berbeda sehingga dapat dibaca oleh laser, hasil 

pembacaan akan keluar dalam bentuk elektroferogram berisi 

urutan nukleotida dengan format AB1 (Dey, 2018). 

Hasil elektroferogram pada format AB1 yang terdapat 

banyak peak bertumpuk disebabkan adanya stutter peak yang 

merupakan puncak-puncak kecil pada posisi sebelum atau 

sesudah puncak sinyal asli dengan tinggi kurang dari sepertiga 

tinggi puncak utama yang disebabkan oleh adanya struktur 

sekunder pada DNA template serta proses ekstensi yang tidak 

sempurna seperti pada Gambar 4.24. Selain stutter peak 

didapati juga misleading heterozygous peaks seperti Gambar 

2.25 pada nukleotida nomor 350 dan 351 yang disebabkan 

beberapa faktor seperti kualitas DNA di bawah standar, 

kesalahan amplifikasi PCR, atau kesalahan sekuensing (Al-

Shuhaib & Hashim, 2023), selain itu penggunaan primer 

universal pada penelitian ini dapat menjadi penyebab hasil 

sekuensing yang kurang maksimal. Schneyder et al., (2021) 

menjelaskan pada sekuensing Gen 16S rRNA, genus bakteri 

tertentu diketahui kurang terwakili ketika menggunakan 

kombinasi primer yang tidak sesuai, sehingga spesifitas primer 

menjadi salah satu penentu utama keberhasilan sekuensing. 

Selanjutnya elektroferogram dianalisis hingga menjadi 

sekuen contig dengan melakukan penghapusan pada beberapa 
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nukleotida menggunakan BioEdit versi 7.1, Geneious Prime 

2019, serta MEGA 11. Penggunaan tiga software berbeda 

didasarkan pada penelitian Chen et al., (2017) yang 

menyatakan penggunaan lebih dari satu software secara 

efektif mengurangi kesalahan analisis.   

Penghapusan 16 basa sekuen forward dan 36 basa 

sekuen reverse pada PGPR-K1 serta 13 basa sekuen forward 

dan 17 basa sekuen pada PGPR-K2 dikarenakan adanya multi-

color spike yang disebabkan dye blob seperti pada Gambar 4.26 

yang dihasilkan dari akumulasi pewarna dideoxynucleotides 

phosphates berlebihan selama proses sekuensing dan biasanya 

terletak pada awal sekuen yang menyebabkan 

ketidakakuratan dalam pembacaan basa sehingga harus 

dihilangkan (Al-Shuhaib & Hashim, 2023). Selain dye blob, 

primer dimer, struktur sekunder, dan kontaminasi merupakan 

penyebab potensial munculnya multi-color spike pada 

elektroferogram (Orlova et al., 2017). 

Selain adanya multi-color spike, pada elektroferogram 

isolat PGPR-K1 dan PGPR-K2 didapati adanya basa dengan 

kode “N” yang menandakan kualitas nukleotida sangat rendah 

sehingga menimbulkan ambiguitas pembacaan hasil 

sekuensing. Meskipun terdapat kemungkinan bahwa beberapa 

basa yang diberi label "N" dapat diklarifikasi dengan 

memastikan elektroferogram secara manual namun beberapa 

peneliti menetapkan standar data sekuens yang baik harus 
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memiliki <5% basa yang diidentifikasi sebagai ambigu setelah 

memotong data primer dari ujung sekuen (Crossley et al., 

2020). 

Sekuen PGPR-K1 yang diketahui memiliki similaritas 

100% dengan B. thuringiensis disebabkan kedekatan jarak 

genetik antara B. cereus dan B. thuringiensis. Ehling-Schulz et 

al., (2019) menyatakan genom kelompok Bacillus cereus sangat 

terkonservasi dan memiliki urutan gen 16S rRNA sangat mirip 

termasuk B. cereus dan B. thuringiensis. Guna membedakan 

kelompok B. cereus secara lebih teliti umumnya didasarkan 

pada perbedaan plasmidnya dimana B. cereus memiliki 

plasmid pCER270 yang mengkode komponen enzimatik yang 

diperlukan untuk biosintesis nonribosomal dari toksin 

cereulide (Ehling-Schulz et al., 2006; Rasko et al., 2007) 

sedangkan B. thuringiensis memiliki beberapa plasmid yang 

mengkode berbagai macam toksin insektisida Cry dan Cyt yang 

membentuk karakteristik kristal paraspora (Lereclus et al., 

1984). Selain melalui plasmid, sekuen yang menunjukkan lebih 

dari 99% kesamaan dalam urutan gen 16S rRNA sebenarnya 

dapat dibedakan pada tingkat spesies dengan hibridisasi DNA-

DNA. Contohnya strain B. globisporus dan B. psychrophilus yang 

menunjukkan kesamaan sekuen 99,5% pada gen 16S rRNA, 

tetapi hanya 23-50% yang terkait secara genetik dengan 

hibridisasi DNA-DNA (Wisotzkey et al., 1992). 
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Sekuen contig isolat PGPR-K1 dan PGPR-K2 asal tanah 

terpupuk dan tidak terpupuk kimia yang memiliki similaritas 

100% dengan B. cereus sebelumnya pernah didapati oleh 

Abedinzadeh et al., (2019) pada sampel rhizosfer jagung di 

Iran, Kumar et al., (2020) pada rhizosfer bayam di India, Fasusi 

et al., (2021) pada rhizosfer jagung dan kedelai di Afrika 

Selatan, serta  Izza et al., (2018) pada rhizosfer gulma di 

Malang, Indonesia. 

Selanjutnya analisis keberadaaan chimera sebagai 

prasyarat pendaftaran sekuen ke NCBI dengan hasil negatif 

pada sekuen PGPR-K1 dan PGPR-K2 menunjukkan amplifikasi 

yang dilakukan berhasil dan tidak terjadi kontaminasi. 

Chimera merupakan produk hibrida antara beberapa sekuen 

asli yang ditafsirkan secara keliru sebagai organisme baru. 

Chimeria merupakan artefak PCR yang diyakini terbentuk 

ketika amplikon yang dihentikan sebelum waktunya beranil 

ulang dengan DNA bakteri non-target yang terekstraksi dan 

kemudian disalin hingga selesai dalam siklus PCR berikutnya 

(Haas et al., 2011). Banyak penelitian menyatakan bahwa 

sekuensing amplikon 16S dengan PCR memberikan Gambaran 

yang keliru tentang kelimpahan populasi mikroba karena 

adanya chimera (Chen et al., 2020; Steinegger & Salzberg, 

2020). Chimera menyebabkan perbedaan hasil cukup besar 

pada interpretasi biologis genom, khususnya dalam membuat 

kesimpulan yang salah tentang penempatan posisi filogenetik 
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sehingga harus dipastikan keberadaannya (Orakov et al., 

2021).  

Data sekuen yang ditambahkan ke database NCBI 

mengikuti ketentuan untuk spesies apa pun yang sekuennya 

memiliki similaritas ≥97% dengan sekuen yang dipublikasikan 

dengan identifikasi tingkat spesies, spesies tersebut diberi 

identifikasi tingkat spesies dari sekuen yang dipublikasikan; 

untuk spesies apa pun yang sekuennya memiliki similaritas 

≥90 tetapi <97% dengan sekuen yang dipublikasikan dengan 

identifikasi tingkat spesies atau genus, spesies tersebut diberi 

identifikasi tingkat genus dari sekuen yang dipublikasikan; 

untuk setiap spesies yang sekuennya memiliki similaritas 

≥80% tetapi <90% dengan sekuen yang dipublikasikan dengan 

identifikasi tingkat spesies, genus, atau famili, spesies tersebut 

diberi sekuen identifikasi tingkat famili dari sekuen yang 

dipublikasikan (Andersen et al., 2019).   

Analisis selanjutnya dilanjutkan dengan rekonstruksi 

pohon filogenetik yang mendapati keberadaan sekuen PGPR-

K1 dan PGPR-K2 pada satu klad dengan B. cereus. Rekonstruksi 

pohon filogenetik dilakukan menggunakan pendekatan 

Maximum Likelihood yang diusulkan oleh Felsenstein, (1973) 

didasarkan pada kemampuannya  dalam memaksimalkan 

probabilitas dari setiap sekuen dengan memperhitungkan 

penataan ulang genom serta duplikasi, insersi, dan delesi 

untuk menghasilkan pohon filogenetik, sehingga akurasi yang 
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diperoleh lebih tinggi dibandingkan pendekatan lain (Lin et al., 

2013). Selanjutnya penggunaan 1000x bootstrap didasarkan 

pada fungsinya yang mereplikasi semua probabilitas pohon 

guna mendapatkan konsensus pohon yang paling banyak 

untuk memastikan suatu klad terletak pada posisi yang 

sebenarnya (Moraes & Selvatti, 2018). Hasil bootstrap yang 

rendah pada beberapa percabangan pohon diduga disebabkan 

sekuen yang digunakan memiliki sejarah evolusi berbeda yang 

dimungkinkan disebabkan adanya polimorfisme ancestors, 

rekombinasi dalam lokus, serta kemungkinan duplikasi dan 

hilangnya sekuen (Mirarab et al., 2016). 

Hasil rekonstruksi pohon filogenetik diperkuat 

menggunakan analisis ASAP dengan hasil serupa yang 

menempatkan sekuen PGPR-K1 dan PGPR-K2 pada kelompok 

B. cereus strain lainnya serta B. thuringiensis pada kelompok B. 

cereus. ASAP (assemble species by automatic partitioning) 

merupakan sebuah metode yang membagi beberapa spesies 

kedalam partisi-partisi berdasarkan penjajaran sekuens lokus 

tunggal yang dengan cepat menampilkan hasil dalam 

antarmuka eksplorasi grafis yang dapat digunakan sebagai 

hipotesis spesies yang relevan sebagai langkah pertama proses 

taksonomi (Puillandre et al., 2021). Hasil pembagian partisi 

dengan skor ASAP terendah yang menempatkan sekuen PGPR-

K1 dan PGPR-K2 serta B. cereus pembanding kedalam 

kelompok spesies Bacillus lain dimungkinkan terjadi karena 
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jarak genetik antar sekuen terlalu dekat sehingga 

menyebabkan kegagalan sistem dalam membagi partisinya. 

B. cereus diklasifikasikan sebagai bakteri gram positif 

dengan GC% rendah yang termasuk dalam filum Firmicutes, 

bersifat aerobik atau anaerobik fakultatif, motil dan mampu 

membentuk spora dengan adanya oksigen yang terdiri dari 

setidaknya delapan spesies yang berkerabat dekat meliputi B. 

anthracis, B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides, B. 

pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. cytotoxicus, dan B. 

toyonensis. B. cereus ditemukan di tanah, debu, udara, air, 

bahan yang membusuk, produk makanan, serta akar tanaman 

(Ehling-Schulz et al., 2019; Liu et al., 2015).  

Hasil uji kemampuan PGPR yang diperoleh pada 

penelitian ini sejalan dengan penelitian lain seperti Zakavi et 

al., (2022) yang mendapati kemampuan B. cereus dalam 

menambat kalium, kemudian Wagi & Ahmed, (2019) pada 

kemampuan produksi IAA sebesar 49.33 µg/ml, Kumar et al., 

(2020) yang mendapati kemampuan produksi ammonia, 

Saleem et al., (2017) yang mendapati pelarutan fosfat sebesar 

519.4 ± 11.8 mg L-1, serta kemampuan penambat nitrogen 

sebesar 94.52 ± 4.99 nmol melalui gen nifH pada penelitian 

Yousuf et al., (2017). Selain kemampuan PGPR yang diujikan 

pada penelitian ini, B. cereus diketahui memproduksi giberelin 

dan asam organik (Khan et al., 2020), siderofor (Sivasankari & 
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Anandharaj, 2014), volatile organic compounds (VOCs) (Hu et 

al., 2023), serta ACC deaminase (Tian et al., 2022).  

B. cereus diketahui mengkolonisasi akar tanaman 

dengan membentuk biofilm yang diekspresikan oleh gen ptsH 

melalui peningkatan regulasi produksi MnSOD2 (Gao et al., 

2019). Aktivitas B. cereus dalam menginduksi pertumbuhan 

jagung telah banyak diteliti, aplikasi B. cereus diketahui 

meningkatkan panjang akar sebesar 41,01%, tinggi batang 

47,06%, berat basah 77,81%, serta berat kering 193,7% pada 

hari kesepuluh oleh Kumar et al., (2020), kemudian pada 

penelitian Akintokun et al., (2020) didapati peningkatan tinggi 

batang sebesar 13,18% pada minggu kedelapan, serta Zakavi 

et al., (2022) yang mendapati peningkatan bobot kering tajuk 

sebesar 133,89%, akar 237,08%, tinggi batang 125%, dan 

panjang akar 119,44% pada hari ke 20 dibandingkan kontrol. 

Selain pada jagung, B. cereus diketahui meningkatkan 

pertumbuhan kedelai (Glycine max L. Merr.), gandum (Triticum 

aestivum L.), kubis China (Brassica rapa L., Chinensis Group) 

(Ku et al., 2018), kentang (Solanum tuberosum L.) (Ali et al., 

2021), kacang ercis (Pisum sativum L.) (Sherpa et al., 2021), 

tomat (Solanum lycopersicum L.) (Ajilogba & Babalola, 2016) 

dan padi (Oryza sativa L. var. FARO 44) (Ibrahim & Ikhajiagbe, 

2021). 

Selain menginduksi pertumbuhan jagung, B. cereus 

diketahui memiliki aktivitas biokontrol terhadap jamur 
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Fusarium verticillioides  penyebab busuk batang dan bonggol 

jagung (Figueroa-Lo pez et al., 2016), memproduksi EPS 

(extracellular polymeric substances) penahan air tanah 

(Naseem et al., 2024), meningkatkan toleransi stress garam (Lv 

et al., 2024), mengurangi kadar H2O2 dan malondialdehid 

(MDA) yang merupakan penanda stress oksidatif (He et al., 

2021), serta meningkatkan toleransi stress panas (Khan et al., 

2020).
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BAB V 

SIMPULAN DAN SARAN 

A. SIMPULAN 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, dapat disimpulkan 

bahwa 

1. Aktivitas isolat Plant Growth Promoting Rhizobia (PGPR) 

asal tanah terpupuk kimia dalam menginduksi 

pertumbuhan jagung lebih tinggi tidak secara signifikan 

dibandingkan isolat asal tanah tidak terpupuk kimia. 

2. Spesies Plant Growth Promoting Rhizobia (PGPR) dengan 

aktivitas induksi pertumbuhan jagung tertinggi asal tanah 

terpupuk kimia (PGPR-K1) dan asal tanah tidak terpupuk 

(PGPR-K2) berdasarkan Gen 16S rRNA diketahui 

merupakan Bacillus cereus. 

B. SARAN 

Beberapa saran guna mengembangkan penelitian ini meliputi 

1. Pengujian kuantitatif pada aktivitas penambatan nitrogen, 

pelarutan fosfat, dan pelarutan kalium serta uji aktivitas 

PGPR lain seperti produksi ACC deaminase, siderofor, 

giberelin, β-1,3-Glucanase dan uji lain guna mengetahui 

keseluruhan mekanisme induksi pertumbuhan jagung oleh 

Bacillus cereus 4589 dan XAM21. 

2. Penelitian lebih lanjut pada fase pertumbuhan jagung V3 

hingga R6 serta penelitian secara langsung pada lahan 
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pertanian guna mengetahui aktivitas Bacillus cereus 4589 

dan Bacillus cereus XAM21 dalam menginduksi 

pertumbuhan jagung secara in vivo, serta aplikasi ke 

tanaman lain seperti padi, tomat, dan kedelai. 

3. Penggunaan primer Gen 16S rRNA yang lebih spesifik untuk 

mencegah hasil peak kurang maksimal serta diperlukan 

pengujian secara biokimia lanjutan dan analisis molekuler 

menggunakan hibridisasi DNA-DNA guna mengidentifikasi 

strain sekuen yang didapatkan. 

4. Penelitian pada jenis tanah serta parameter lingkungan 

yang berbeda guna memastikan aktivitas PGPR pada tanah 

terpupuk kimia dan tidak terpupuk secara menyeluruh.  

5. Analisis keseluruhan genom Bacillus cereus asal tanah 

terpupuk kimia dan tidak terpupuk untuk mengetahui 

adanya kemungkinan mutasi yang disebabkan faktor 

lingkungan.
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LAMPIRAN 

 

Gambar Lampiran 1. Isolasi kandidat PGPR pada media Burks agar, 
Pikovskaya agar, dan Aleksandrow agar 

 

Gambar Lampiran 2. Purifikasi bakteri kandidat PGPR pada 
berbagai media 
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Gambar Lampiran 3. Pengukuran luas zona bening PGPR pada uji 
pendahuluan 

 

Gambar Lampiran 4. Uji aktivitas PGPR terhadap produktivitas 
jagung 
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Gambar Lampiran 5. Kurva standari Indole Acetid Acid (IAA) 

 

Tabel Lampiran 1. Perhitungan konsentrasi IAA tiap isolat terhadap 
kurva standar 

Sampel Abs (λ520)  Hasil 
(ppm) 

Standar 
Deviasi 

1 2 3 Rata-
rata 

PGPR-N1 0.1521 0.1544 0.1551 0.1539 10.47 0.001602 

PGPR-N2 0.1657 0.1676 0.1676 0.1670 11.45 0.001095 

PGPR-P1 0.2044 0.2050 0.2046 0.2047 14.33 0.000285 

PGPR-P2 0.2255 0.2262 0.2263 0.2260 15.92 0.000441 

PGPR-K1 0.1097 0.1131 0.1138 0.1122 7.36 0.002161 

PGPR-K2 0.1818 0.1838 0.1855 0.1837 12.74 0.001882 
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Tabel Lampiran 2. Tinggi tanaman tiap isolat hari ke-1 hingga ke-7 

Isolat Tinggi Tanaman (cm) Hari ke- 

1 2 3 4 5 6 7 

PGPR-N1 1.317 1.753 2.197 4.256 5.023 5.126 5.670 

PGPR-N2 1.35 1.496 2.901 5.4 5.529 5.695 5.810 

PGPR-P1 1.178 1.805 3.271 6.533 6.811 7.012 7.200 

PGPR-P2 1.312 1.753 2.317 4.164 4.834 5.171 6.160 

PGPR-K1 1.233 1.908 3.302 6.878 7.325 7.676 8.300 

PGPR-K2 1.408 1.667 3.781 5.693 6.478 7.248 7.340 
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ISOLAT PGPR-K1 
 
>Consensus 
 
tgcagtcgagcgatggattaagagcttgctcttatgaagttagcggcg

gacgggtgagtaacacgtgggtaacctgcccataagactgggataact

ccgggaaaccggggctaataccggataacattttgaaccgcatggttc

gaaattgaaaggcggcttcggctgtcacttatggatggacccgcgtcg

cattagctagttggtgaggtaacggctcaccaaggcaacgatgcgtag

ccgacctgagagggtgatcggccacactgggactgagacacggcccag

actcctacgggaggcagcagtagggaatcttccgcaatggacgaaagt

ctgacggagcaacgccgcgtgagtgatgaaggctttcgggtcgtaaaa

ctctgttgttagggaagaacaagtgctagttgaataagctggcacctt

gacggtacctaaccagaaagccacggctaactacgtgccagcagccgc

ggtaatacgtaggtggcaagcgttatccggaattattgggcgtaaagc

gcgcgcaggtggtttcttaagtctgatgtgaaagcccacggctcaacc

gtggagggtcattggaaactgggagacttgagtgcagaagaggaaagt

ggaattccatgtgtagcggtgaaatgcgtagagatatggaggaacacc

agtggcgaaggcgactttctggtctgtaactgacactgaggcgcgaaa

gcgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgccgtaaa

cgatgagtgctaagtgttagagggtttccgccctttagtgctgaagtt

aacgcattaagcactccgcctggggagtacggccgcaaggctgaaact

caaaggaattgacgggggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaa

ttcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgaaaa

ccctagagatagggcttctccttcgggagcagagtgacaggtggtgca

tggttgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaac

gagcgcaacccttgatcttagttgccatcattaagttgggcactctaa

ggtgactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaaatc

atcatgccccttatgacctgggctacacacgtgctacaatggacggta

caaagagctgcaagaccgcgaggtggagctaatctcataaaaccgttc

tcagttcggattgtaggctgcaactcgcctacatgaagctggaatcgc

tagtaatcgcggatcagcatgccgcggtgaatacgttcccgggccttg

tacacaccgcccgtcacaccacgagagtttgtaacacccgaagt 

 
 
  

Lampiran 6. Sekuen contig isolat PGPR-K1 
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ISOLAT PGPR-K2 
 
>Consensus 
 
ctatactgcagtcgagcgatggattaagagcttgctcttatgaagtta

gcggcggacgggtgagtaacacgtgggtaacctgcccataagactggg

ataactccgggaaaccggggctaataccggataacattttgaaccgca

tggttcgaaattgaaaggcggcttcggctgtcacttatggatggaccc

gcgtcgcattagctagttggtgaggtaacggctcaccaaggcaacgat

gcgtagccgacctgagagggtgatcggccacactgggactgagacacg

gcccagactcctacgggaggcagcagtagggaatcttccgcaatggac

gaaagtctgacggagcaacgccgcgtgagtgatgaaggctttcgggtc

gtaaaactctgttgttagggaagaacaagtgctagttgaataagctgg

caccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaactacgtgccagc

agccgcggtaatacgtaggtggcaagcgttatccggaattattgggcg

taaagcgcgcgcaggtggtttcttaagtctgatgtgaaagcccacggc

tcaaccgtggagggtcattggaaactgggagacttgagtgcagaagag

gaaagtggaattccatgtgtagcggtgaaatgcgtagagatatggagg

aacaccagtggcgaaggcgactttctggtctgtaactgacactgaggc

gcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgc

cgtaaacgatgagtgctaagtgttagagggtttccgccctttagtgct

gaagttaacgcattaagcactccgcctggggagtacggccgcaaggct

gaaactcaaaggaattgacgggggcccgcacaagcggtggagcatgtg

gtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctc

tgaaaaccctagagatagggcttctccttcgggagcagagtgacaggt

ggtgcatggttgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcc

cgcaacgagcgcaacccttgatcttagttgccatcattaagttgggca

ctctaaggtgactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgt

caaatcatcatgccccttatgacctgggctacacacgtgctacaatgg

acggtacaaagagctgcaagaccgcgaggtggagctaatctcataaaa

ccgttctcagttcggattgtaggctgcaactcgcctacatgaagctgg

aatcgctagtaatcgcggatcagcatgccgcggtgaatacgttcccgg

gccttgtacacaccgcccgtcacaccacgagagtttgtaacacccgaa

gtcggtggggtaaccttttggagccag

Lampiran 7. Sekuen contig isolat PGPR-K2 
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Tabel Lampiran 3 Komposisi media Burks agar 

Bahan Jumlah 

Magnesium sulphate 0.2 g/L 

Dipotassium hydrogen phosphate 0.8 g/L 

Potassium dihydrogen phosphate 0.2 g/L 

Calcium sulphate 0.13 g/L 

Iron (III) Chloride 0.0145 g/L 

Sodium molybdate 0.00253 g/L 

Sucrose 20 g/L 

 

 

Tabel Lampiran 4. Komposisi media Pikovskaya agar 

Bahan Jumlah 

Yeast extract 0.5 g/L 

Dextrose 10 g/L 

Calcium phosphate 5 g/L 

Ammonium sulphate 0.5 g/L 

Potassium chloride 0.5 g/L 

Magnesium sulphate 0.1 g/L 

Manganese sulphate 0,01 g/L 

Ferrous sulphate 0,01 g/L 

Agar 15 g/L 
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Tabel Lampiran 5. Komposisi media Aleksandrow agar 

Bahan Jumlah 

Magnesium sulphate 0.5 g/L 

Calcium carbonate 0,1 g/L 

Potassium alumino silicate 2 g/L 

Ferric chloride 0.05 g/L 

Calcium phosphate 2 g/L 

Agar 20 g/L 

Dextrose (Glucose) 5 g/L 

 

 
Tabel Lampiran 6. Data morfologi koloni hasil purifikasi bakteri 

penambat nitrogen pada sampel FEB01 

Kode Bentuk Tepian Warna Tekstur Elevasi 

N01a Circullar Undulate Cream Smooth Raised 

N01b Irregular Lobate Cream Smooth Raised 

N01c Circullar Rhizoid Cream Smooth Flat 

N01d Irregular Rhizoid Cream Rough Raised 

N01e Irregular Undulate Cream Mucoid Convex 

N01f Irregular Lobate Cream Mucoid Convex 

N01g Circullar Entire Cream Butyrous Convex 

N01h Irregular Lobate Cream Rough Flat 

N01i Circullar Entire Cream Mucoid Convex 
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Tabel Lampiran 7. Data morfologi koloni hasil purifikasi bakteri 
penambat nitrogen pada sampel FEB02 

Kode Bentuk Tepian Warna Tekstur Elevasi 

N02a Missing data 

N02b Circullar Entire Yellow Smooth Convex 

N02c Irregular Flat Cream Smooth Filamentous 

N02d Circullar Entire Cream Butyrous Pulvinate 

N02e Irregular Lobate Cream Mucoid Pulvinate 

N02f Circullar Entire Cream Butyrous Convex 

N02g Irregular Undulate Cream Smooth Flat 

N02h Irregular Rhizoid Cream Smooth Raised 

N02i Irregular Rhizoid Cream Smooth Flat 

N02j Irregular Lobate Yellow Rough Raised 

 

 

Tabel Lampiran 8. Data morfologi koloni hasil purifikasi bakteri 
pelarut fosfat pada sampel FEB01 

Kode Bentuk Tepian Warna Tekstur Elevasi 

P01a Circullar Undulate White Smooth Convex 

P01b Circullar Entire Cream Butyrous Raised 

P01c Circullar Entire Cream Butyrous Raised 

P01d Circullar Undulate White Smooth Convex 

P01e Irregular Lobate White Smooth Raised 

P01f Circullar Entire White Butyrous Raised 

P01g Circullar Entire White Smooth Convex 
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Tabel Lampiran 9. Data morfologi koloni hasil purifikasi bakteri 
pelarut fosfat pada sampel FEB02 

Kode Bentuk Tepian Warna Tekstur Elevasi 

P02a Circullar Entire White Butyrous Raised 

P02b Circullar Entire White Butyrous Raised 

P02c Circullar Entire White Butyrous Raised 

P02d Circullar Entire White Butyrous Raised 

P02e Irregular Lobate Cream Rough Flat 

P02f Circullar Entire White Butyrous Raised 

P02g Circullar Entire White Butyrous Raised 

P02h Circullar Entire White Smooth Convex 

P02i Circullar Entire Cream Smooth Convex 

P02j Circullar Entire White Butyrous Raised 

 

 

Tabel Lampiran 10. Data morfologi koloni hasil purifikasi bakteri 
pelarut kalium pada sampel FEB01 

Kode Bentuk Tepian Warna Tekstur Elevasi 

K01a Circullar Entire Cream Butyrous Flat 

K01b Circullar Entire Cream Butyrous Convex 

K01c Circullar Entire Cream Butyrous Convex 

K01d Circullar Entire Cream Butyrous Convex 

K01e Circullar Lobate Cream Butyrous Convex 

K01f Circullar Entire Yellow Butyrous Convex 

K01g Circullar Entire Cream Mucoid Convex 

K01h Circullar Entire Cream Smooth Convex 

K01i Irregular Rhizoid Yellow Butyrous Raised 

K01j Circullar Entire Cream Smooth Convex 
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Tabel Lampiran 11. Data morfologi koloni hasil purifikasi bakteri 

pelarut kalium pada sampel FEB02 

Kode Bentuk Tepian Warna Tekstur Elevasi 

K02a Circullar Lobate Cream Rough Flat 

K02b Circullar Entire Yellow Butyrous Convex 

K02c Irregular Rhizoid White Smooth Convex 

K02d Circullar Rhizoid Cream Smooth Convex 

K02e Circullar Entire Cream Smooth Convex 

K02f Circullar Entire Yellow Dry Convex 

K02g Irregular Rhizoid Yellow Smooth Convex 

K02h Missing data 

K02i Irregular Rhizoid Yellow Smooth Raised 

K02j Missing data 

K02k Missing data 
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Tabel Lampiran 12. Hasil uji ANOVA variasi perendaman dan 
penyiraman 

Descriptives 

Panjang Akar   

 N Mean 

Std. 

Dev 

Std. 

Error 

95% Confidence 

Interval for Mean Min Max 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound   

Perendaman 72 4.3268 2.877 .3391 3.650 5.003 .060 12.370 

Penyiraman 36 3.7211 1.530 .2551 3.203 4.239 1.120 6.710 

Total 108 4.1249 2.518 .2423 3.644 4.605 .060 12.370 

 

Test of Homogeneity of Variances 

Panjang Akar   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

12.520 1 106 .001 

 

ANOVA 

Panjang Akar   

 

Sum of 

Squares df 

Mean 

Square F Sig. 

Between Groups 8.805 1 8.805 1.393 .241 

Within Groups 669.979 106 6.321   

Total 678.783 107    

 

 
 



232 
 

 
 

Tabel Lampiran 13. Hasil uji ANOVA variasi pemotongan akar 

Descriptives 

Panjang Akar   

 N Mean Std. Dev 

Std. 

Error 

95% Confidence 

Interval for Mean Min Max 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound   

Agar 54 5.6333 2.4982 .3399 4.9514 6.3152 1.1200 12.370 

Triptofan 54 2.6164 1.3890 .1890 2.2373 2.9956 .0600 5.740 

Total 108 4.1249 2.5186 .2423 3.6444 4.6053 .0600 12.370 

 

Test of Homogeneity of Variances 

Panjang Akar   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

12.683 1 106 .001 

 

ANOVA 

Panjang Akar   

 

Sum of 

Squares df 

Mean 

Square F Sig. 

Between Groups 245.738 1 245.738 60.151 .000 

Within Groups 433.046 106 4.085   

Total 678.783 107    
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Tabel Lampiran 14. Hasil uji ANOVA variasi media 

Tests of Normality 

 

Dipotong/Tidak 

Kolmogorov-

Smirnova Shapiro-Wilk 

 
Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Panjang 

Akar 

Tidak dipotong .144 54 .007 .910 54 .001 

Dipotong .077 54 .200* .972 54 .233 

*. This is a lower bound of the true significance. 

Descriptive Statistics 

 N Mean Std. Dev Min Max 

Panjang Akar 108 4.1276 2.5173 .0600 12.3700 

Dipotong/Tidak 108 1.50 .502 1 2 

Ranks 

 
Dipotong/Tidak N Mean Rank 

Panjang Akar Tidak dipotong 54 57.10 

Dipotong 54 51.90 

Total 108  

Test Statisticsa,b 

 Panjang Akar 

Chi-Square .745 

df 1 

Asymp. Sig. .388 

a. Kruskal Wallis Test 

b. Grouping Variable: 

Dipotong/Tidak 
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Tabel Lampiran 15. Hasil uji ANOVA panjang akar isolat FEB01 & 
FEB02 

Descriptives 

Panjang Akar   

 N Mean 

Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence 

Interval for Mean Min Max 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound   

 FEB01 54 4.2972 2.6781 .3644 3.5662 5.0282 .3200 12.3700 

 FEB02 54 3.9525 2.3609 .3212 3.3081 4.5970 .0600 10.5100 

Total 108 4.1249 2.5186 .2423 3.6444 4.6053 .0600 12.3700 

 

Test of Homogeneity of Variances 

Panjang Akar   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.596 1 106 .442 

 

ANOVA 

Panjang Akar   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 3.207 1 3.207 .503 .480 

Within Groups 675.577 106 6.373   

Total 678.783 107    
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Tabel Lampiran 16. Hasil uji ANOVA tinggi batang isolat FEB01 & 
FEB02 

Descriptives 

Tinggi Batang   

 N Mean 

Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence 

Interval for Mean 

Min Max 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

FEB01 54 6.4209 2.2964 .3125 5.794 7.047 1.790 10.90 

FEB02 54 6.1575 2.0269 .2758 5.604 6.710 2.450 10.32 

Total 108 6.2892 2.1597 .2078 5.877 6.701 1.790 10.90 

 

Test of Homogeneity of Variances 

Tinggi Batang   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.843 1 106 .360 

 

ANOVA 

Tinggi Batang   

 Sum of Squares df 

Mean 

Square F Sig. 

Between 

Groups 
1.872 1 1.872 .399 .529 

Within Groups 497.250 106 4.691   

Total 499.123 107    
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Tabel Lampiran 17. Hasil uji ANOVA berat kering  isolat FEB01 & 
FEB02 

Tests of Normality 

 

Terpupu

k/Tidak 

Kolmogorov-

Smirnova Shapiro-Wilk 

 
Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Berat Kering FEB01 .152 54 .003 .939 54 .008 

FEB02 .110 54 .118 .973 54 .266 

a. Lilliefors Significance Correction 

Descriptive Statistics 

 N Mean Std. Deviation Min Max 

Berat Kering 108 .1372 .0301 .0700 .2100 

Terpupuk/Tida

k 
108 1.50 .502 1 2 

Ranks 

 
Terpupuk/Tidak N Mean Rank 

Berat Kering FEB01 54 54.67 

 FEB02 54 54.33 

Total 108  

 

Test Statisticsa,b 

 Berat Kering 

Chi-Square .003 

df 1 

Asymp. Sig. .956 

a. Kruskal Wallis Test 

b. Grouping Variable: 

Terpupuk/Tidak 
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Tabel Lampiran 18. Hasil uji ANOVA berat basah isolat FEB01 & 
FEB02 

Descriptives 

Berat Basah   

 N Mean 

Std. 

Dev 

Std. 

Error 

95% Confidence 

Interval for 

Mean 

Min Max 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

FEB01 54 .6542 .2136 .0290 .5959 .7125 .0700 1.0900 

FEB02 54 .6418 .2387 .0324 .5766 .7070 .3000 1.3900 

Total 108 .6480 .2255 .0217 .6050 .6910 .0700 1.3900 

 

Test of Homogeneity of Variances 

Berat Basah   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.826 1 106 .365 

 

ANOVA 

Berat Basah   

 

Sum of 

Squares df 

Mean 

Square F Sig. 

Between Groups .004 1 .004 .081 .777 

Within Groups 5.441 106 .051   

Total 5.445 107    
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Tabel Lampiran 19. Hasil uji ANOVA panjang akar antar isolat 

Tests of Normality 

 

Isolat 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Panjang 
Akar 

PGPR-N1 .171 18 .178 .899 18 .056 

PGPR-N2 .145 18 .200* .939 18 .274 

PGPR-P1 .185 18 .105 .913 18 .098 

PGPR-P2 .185 18 .106 .898 18 .053 

PGPR-K1 .147 18 .200* .913 18 .096 

PGPR-K2 .114 18 .200* .977 18 .920 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

Descriptives 

Panjang Akar   

 N Mean 
Std. 
Dev 

Std. 
Error 

95% Confidence 
Interval for Mean 

Min Max 
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

PGPR-N1 1
8 

3.607 2.790 .657 2.219 4.995 .320 9.370 

PGPR-N2 1
8 

3.117 2.257 .532 1.994 4.239 .060 7.350 

PGPR-P1 1
8 

4.480 1.965 .463 3.502 5.457 1.800 9.400 

PGPR-P2 1
8 

4.282 2.421 .570 3.078 5.486 1.470 10.020 

PGPR-K1 1
8 

4.665 2.873 .677 3.235 6.094 1.150 12.340 

PGPR-K2 1
8 

4.366 2.065 .486 3.339 5.393 .570 8.280 

Total 1
0
8 

4.086 2.425 .233 3.623 4.549 .060 12.340 

 

 

ANOVA 

Panjang Akar   
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Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between 

Groups 
31.960 5 6.392 1.091 .370 

Within 

Groups 
597.341 102 5.856   

Total 629.301 107    

 

Panjang Akar 

Duncana   

Isolat N 

Subset for alpha = 

0.05 

1 

PGPR-N2 18 3.117222 

PGPR-N1 18 3.607222 

PGPR-P2 18 4.282333 

PGPR-K2 18 4.366667 

PGPR-P1 18 4.480000 

PGPR-K1 18 4.665000 

Sig.  .096 

Means for groups in homogeneous subsets 

are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 

18,000. 
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Tabel Lampiran 20. Hasil uji ANOVA tinggi batang antar isolat 

Tests of Normality 

 
Isolat 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Tinggi 
Batang 

PGPR-N1 .181 18 .122 .958 18 .559 

PGPR-N2 .114 18 .200* .942 18 .316 

PGPR-P1 .149 18 .200* .933 18 .221 

PGPR-P2 .129 18 .200* .943 18 .323 

PGPR-K1 .122 18 .200* .956 18 .524 

PGPR-K2 .193 18 .075 .960 18 .611 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

Descriptives 

Tinggi Batang   

 N Mean Std. Dev 

Std. 

Error 

95% Confidence 

Interval for Mean 

Min Max 

Lower 

Bound 
Upper 
Bound 

PGPR-N1 18 3.809 2.143 .505 2.743 4.875 .290 7.840 

PGPR-N2 18 4.063 2.055 .484 3.041 5.085 1.440 8.400 

PGPR-P1 18 5.633 2.525 .595 4.377 6.889 .960 9.260 

PGPR-P2 18 4.532 2.192 .516 3.442 5.622 .910 7.690 

PGPR-K1 18 6.092 2.096 .494 5.049 7.135 2.280 9.600 

PGPR-K2 18 5.682 2.308 .544 4.534 6.830 .720 9.320 

Total 108 4.968 2.343 .225 4.521 5.415 .290 9.600 

 



241 
 

 

ANOVA 

Tinggi Batang   

 

Sum of 

Squares df 

Mean 

Square F Sig. 

Between 

Groups 
82.201 5 16.440 3.318 .008 

Within Groups 505.333 102 4.954   

Total 587.535 107    

 
 

Tinggi Batang 

 

Isolat N 

Subset for alpha = 0.05 

 
1 2 

Duncana PGPR-N1 18 3.809444  

PGPR-N2 18 4.063333  

PGPR-P2 18 4.532778 4.532778 

PGPR-P1 18  5.633333 

PGPR-K2 18  5.682222 

PGPR-K1 18  6.092222 

Sig.  .363 .056 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 18,000. 

 

 

 
 

 



242 
 

 
 

Tabel Lampiran 21. Hasil uji ANOVA berat basah antar isolat 

Tests of Normality 

 

Isolat 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 
Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Berat 

Basah 

PGPR-N1 .183 18 .112 .923 18 .144 

PGPR-N2 .153 18 .200* .924 18 .154 

PGPR-P1 .103 18 .200* .963 18 .666 

PGPR-P2 .157 18 .200* .962 18 .645 

PGPR-K1 .130 18 .200* .919 18 .122 

PGPR-K2 .119 18 .200* .987 18 .994 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

 
 

Descriptives 

Berat Basah   

 N Mean 

Std. 

Dev 

Std. 

Error 

95% Confidence 

Interval for Mean Min Max 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound   

PGPR-N1 18 .576 .1364 .0321 .508 .644 .3500 .8400 

PGPR-N2 18 .481 .1313 .0309 .416 .546 .3200 .7800 

PGPR-P1 18 .753 .2027 .0477 .653 .854 .3900 1.0900 

PGPR-P2 18 .636 .1723 .0406 .550 .722 .3500 1.0300 

PGPR-K1 18 .632 .2552 .0601 .505 .759 .0700 .9900 

PGPR-K2 18 .807 .2732 .0644 .671 .943 .3000 1.3900 

Total 108 .648 .2255 .0217 .605 .691 .0700 1.3900 
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ANOVA 

Berat Basah   
 Sum of 

Squares 

df Mean 

Square 

F Sig. 

Between 

Groups 

1.255 5 .251 6.108 .000 

Within 

Groups 

4.190 102 .041   

Total 5.445 107    

 

Berat Basah 

Duncana   

Isolat N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

PGPR-N2 18 .481667    

PGPR-N1 18 .576667 .576667   

PGPR-K1 18  .632222 .632222  

PGPR-P2 18  .636667 .636667  

PGPR-P1 18   .753889 .753889 

PGPR-K2 18    .807222 

Sig.  .163 .408 .091 .432 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 18,000. 
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Tabel Lampiran 22. Hasil uji ANOVA berat kering antar isolat 

Tests of Normality 

 

Isolat 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Berat 

Kering 

PGPR-N1 .178 18 .136 .902 18 .063 

PGPR-N2 .144 18 .200* .944 18 .339 

PGPR-P1 .212 18 .031 .898 18 .052 

PGPR-P2 .160 18 .200* .972 18 .830 

PGPR-K1 .131 18 .200* .956 18 .519 

PGPR-K2 .154 18 .200* .971 18 .814 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

 
 

Descriptives 

Berat Kering   

 N Mean 

Std. 

Dev 

Std. 

Error 

95% Confidence 

Interval for Mean Min Max 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound   

PGPR-N1 18 .1327 .0180 .004 .1237 .1417 .1100 .1700 

PGPR-N2 18 .1288 .0361 .008 .1109 .1468 .0700 .2000 

PGPR-P1 18 .1372 .0278 .006 .1233 .1510 .0600 .1800 

PGPR-P2 18 .1400 .0332 .007 .1234 .1565 .0700 .2100 

PGPR-K1 18 .1411 .0325 .007 .1249 .1572 .0700 .1900 

PGPR-K2 18 .1411 .0356 .008 .1233 .1588 .0700 .2000 

Total 108 .1368 .0308 .002 .1309 .1427 .0600 .2100 
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ANOVA 

Berat Kering   

 

Sum of 

Squares df 

Mean 

Square F Sig. 

Between Groups .002 5 .000 .467 .800 

Within Groups .099 102 .001   

Total .102 107    

 
 

Berat Kering 

Duncana   

Isolat N 

Subset for alpha 

= 0.05 

1 

PGPR-N2 18 .128889 

PGPR-N1 18 .132778 

PGPR-P1 18 .137222 

PGPR-P2 18 .140000 

PGPR-K1 18 .141111 

PGPR-K2 18 .141111 

Sig.  .313 

Means for groups in homogeneous subsets 

are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 18,000. 
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Tabel Lampiran 23. Hasil uji ANOVA jumlah daun antar isolat 

Descriptives 

Jumlah 
Daun         

  N Mean 
Std. 
Dev 

Std. 
Error 

95% Confidence 
Interval for 

Mean 

Min Max 
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

PGPR-N1 18 .500 .707 .166 .148 .851 0.00 2.00 

PGPR-N2 18 .666 1.028 .242 .155 1.178 0.00 3.00 

PGPR-P1 18 1.000 1.028 .242 .488 1.511 0.00 3.00 

PGPR-P2 18 .611 .849 .200 .188 1.033 0.00 2.00 

PGPR-K1 18 1.555 .983 .231 1.066 2.044 0.00 3.00 

PGPR-K2 18 1.333 1.188 .280 .742 1.924 0.00 3.00 

Total 108 .944 1.030 .099 .747 1.141 0.00 3.00 

 

 ANOVA 

Jumlah Daun      

  
Sum of 

Squares df 
Mean 

Square F Sig. 

Between Groups 16.444 5 3.289 3.451 .006 

Within Groups 97.222 102 .953     

Total 113.667 107       

 

Test of Homogeneity of Variances 

Jumlah 
Daun    

Levene 
Statistic df1 df2 Sig. 

1.715 5 102 .138 
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Jumlah Daun 

Duncana     

Sampel N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

PGPR-N1 18 .5000     

PGPR-P2 18 .6111     

PGPR-N2 18 .6667 .6667   

PGPR-P1 18 1.0000 1.0000 1.0000 

PGPR-K2 18   1.3333 1.3333 

PGPR-K1 18     1.5556 

Sig.   .166 .054 .110 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 18.000. 
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Tabel Lampiran 24. Hasil uji ANOVA jumlah daun  isolat FEB01 & 
FEB02 

Tests of Normality 

Sampel 

Kolmogorov-
Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Jumlah 
Daun 

FEB01 .235 54 .000 .834 54 .000 

FEB02 .330 54 .000 .758 54 .000 

a. Lilliefors Significance Correction 

Ranks 

Sampel N 
Mean 
Rank 

Jumlah 
Daun 

FEB01 54 57.24 

FEB02 54 51.76 

Total 108   

 

Test Statisticsa,b 

  
Jumlah 
Daun 

Chi-
Square .942 

df 1 

Asymp. 
Sig. .332 

a. Kruskal Wallis Test 

b. Grouping Variable: 
Sampel 
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Tabel Lampiran 25. Jarak genetik sekuen PGPR-K1 dan PGPR-K2 terhadap sekuen pembanding 

 
PGPR-

K1 

PGPR-

K2 
XaM21 4589 ATCC YR1 SK 46.2 AM3 XS 24-5 NL1 

B 

thuringiensis 

PGPR-K1            

PGPR-K2 0,0000           

XaM21  0,0000 0,0000          

4589 0,0000 0,0000 0,0000         

ATCC  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000        

YR1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000       

SK 46.2 0,0000 0,0007 0,0007 0,0000 0,0000 0,0014      

AM3 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000     

XS 24-5 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000    

NL1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000   

B thuringiensis 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000  

B toyonensis 0,0029 0,0085 0,0085 0,0029 0,0029 0,0092 0,0029 0,0029 0,0085 0,0085 0,0029 

B basilensis 0,0007 0,0057 0,0057 0,0007 0,0007 0,0064 0,0007 0,0007 0,0057 0,0057 0,0007 

B pasificus 0,0022 0,0078 0,0078 0,0022 0,0022 0,0085 0,0021 0,0022 0,0078 0,0078 0,0022 
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B wiedmannii 0,0007 0,0064 0,0064 0,0007 0,0007 0,0071 0,0007 0,0007 0,0064 0,0064 0,0007 

B parantrachis 0,0007 0,0057 0,0057 0,0007 0,0007 0,0064 0,0007 0,0007 0,0057 0,0057 0,0007 

B mobilis 0,0029 0,0078 0,0078 0,0029 0,0029 0,0085 0,0029 0,0029 0,0078 0,0078 0,0029 

B proteolyticus 0,0014 0,0071 0,0071 0,0014 0,0014 0,0078 0,0014 0,0014 0,0071 0,0071 0,0014 

B albus 0,0007 0,0057 0,0057 0,0007 0,0007 0,0064 0,0007 0,0007 0,0057 0,0057 0,0007 

B paramycoides 0,0007 0,0064 0,0064 0,0007 0,0007 0,0071 0,0007 0,0007 0,0064 0,0064 0,0007 

E coli 0,2578 0,2675 0,2675 0,2578 0,2578 0,2683 02616 0,2578 0,2683 0,2683 0,2578 
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