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ABSTRACT

ARTICLE HISTORY

The Endophytic bacteria as a biofertilizer agent can minimize the use of
chemicals from synthetic fertilizers. The aim of this research was to study the
density, diversity and ability of endophytic bacteria from coffee plants that have
the potential to produce IAA. Root samples were obtained from coffee plants in
UB Forest (UBF), Sumberwangi, Malang. The root samples were surface
sterilized and then crushed with a blender. Endophytic bacteria were isolated
and tested for their potential to produce IAA. The results obtained were 18
isolates of IAA-producing bacteria. KAAG Isolate were produced the highest
concentration of IAA of 10.73 ppm at 48 hours of incubation followed by KBA3
isolate which produced 12.78 ppm of IAA at 72 hours of incubation. Time of
sampling and location of the land (coffee with shade and without shade) are
factors that affect the ability of endophytic bacteria to produce IAA. The
potential bacteria can be further optimized to be used as an eco-friendly
biofertilizer agent.
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Pendahuluan

Kopi (Coffea sp) adalah minuman paling popular dan banyak dikonsumsi. Kopi sebagai
komoditas pertanian daerah tropis sangat berkembang baik di negara-negara pengimpor
maupun pengekspor (Maredia, 2023). Permintaan kopi semakin meningkat setiap tahunnya
berkaitan dengan kepopuleran kopi dan kesadaran atas manfaat positif yang diperoleh dengan
mengkonsumsi kopi bagi kesehatan manusia. Selain itu, kopi juga masih menjadi andalan
ekspor bagi negara Indonesia dan sumber pendapatan devisa negara. Berdasarkan data Badan
Pusat Statistik (BPS, 2023), hasil produksi kopi di Indonesia pada tahun 2022 mengalami
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peningkatan dibandingkan hasil produksi tahun-tahun sebelumnya. Produksi kopi di tahun
2022 adalah sebesar 794,8 ton, sedangkan pada tahun 2021 sebesar 786,2 ton. Jumlah
peningkatan produksi kopi tersebut memberikan kesempatan bagi produsen kopi di Indonesia
untuk lebih memperluas penjualan kopi baik untuk di dalam negeri maupun diekspor ke
beberapa negara.

Sebanyak enam puluh persen (60 %) kopi secara global di produksi dari lahan pertanian.
Lahan pertanian yang banyak digunakan adalah lahan Agroforestri. Lahan Agroforestry
digunakan untuk mengurangi biaya produksi kopi, mendiversifikasi pendapatan, dan
memenuhi kebutuhan penghidupan. Budidaya tanaman kopi umumnya dapat dilakukan di
dataran tinggi seperti pegunungan. Tanaman kopi dapat di tanam langsung (tanpa
naungan/kanopi) maupun di bawah naungan/kanopi pepohonan yang teduh. Sistem budidaya
kopi di lahan Agroforestry seringkali ditemukan terintegrasi dengan sistem pertanian lain yaitu
tanaman lain yang ditanam bersamaan dengan komoditas pertanian kopi. Metode tradisional
yang masih dilakukan oleh petani kopi adalah masih penggunaan pestisida dan pupuk sintetik
untuk menyelesaikan permasalahan dalam budidaya tanaman kopi namun penggunaannya
dapat merugikan bagi mikroba dan menyebabkan pencemaran tanah ( Narango et al., 2019;
Siles et al., 2022; Asad et al., 2023; Purba et al., 2023).

Pertumbuhan tanaman kopi sangat bergantung pada kualitas benih dan pemupukan.
Pemanfaatan bakteri endofit adalah salah satu inovasi terbaru dalam bidang pertanian organik
Bakteri endofit adalah bakteri yang berasosiasi dan berkolonisasi jaringan antar sel
(intraseluler). Sebagian besar bakteri endofit diketahui bersifat sebagai simbion yang
memberikan banyak manfaat bagi tanaman. Keberadaan bakteri endofit dapat dijadikan sebagai
kandidat potensial untuk pengembangan pupuk hayati. Beberapa mikroba endofit dapat
ditemukan berasosiasi dengan tanaman kopi. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa bakteri
endofit pada tanaman kopi dapat memberi manfaat dalam mendukung dan meningkatkan
pertumbuhan tanaman kopi. Penggunaan bakteri endofit pada bidang pertanian mempunyai
potensi dan peluang besar dalam mengurangi dampak negatif di lingkungan akibat penggunaan
pupuk sintetik. Tren global jangka Panjang menunjukkan bahwa peningkatan permintaan
terhadap produk pangan dan pertanian. Oleh karena itu, dibutuhkan pertanian yang
berkelanjutan supaya dapat memenuhi kebutuhan dan melestarikan sumber daya alam. Upaya
yang terus dilakukan adalah dengan meminimalkan penggunaan pupuk hayati yang
mendukung pertanian berkelanjutan (Duguma et al., 2019; Siles et al., 2022; Adeleke et al.,
2021; Asad et al., 2023; Purba et al., 2023;)

Bakteri endofit diketahui mampu menghasilkan IAA (Indole acetic acid) yaitu
fitohormon yang dapat mempercepat pertumbuhan tanaman (Purba et al., 2023). Penelitian
(Pratiwi et al., 2020) memperoleh Bacillus cereus ATCC 14579, yaitu bakteri endofit dari akar
tanaman kopi Robusta dan Kopi Arabika yang memiliki potensi penghasil hormon IAA (indole
acetic acid) untuk memicu pertumbuhan tanaman kopi. Penelitian (Purba et al., 2023) juga
berhasil mendapatkan bakteri endofit yang diisolasi dari akar dan batang kopi dengan
kemampuan menghasilkan hormon IAA. Hal ini menunjukkan bahwa endofit kopi berpeluang
besar menjadi alternatif pupuk hayati yang dapat diaplikasi kan sebagai biofertilizer.

UB Forest (UBF) adalah lahan hutan yang didominasi oleh pohon pinus, sengon,
mahoni dan beberapa komoditas pertanian seperti kopi dan tanaman obat (Bunga Hutamy &
Nuraini, 2019). Budidaya tanaman kopi yang ditanam di area lahan UBF ada yang tertutup oleh
naungan (kanopi) pohon pinus dan ada yan tidak tertutup naungan (tidak ada kanopi). Belum
banyak informasi terkait bakteri endofit dari akar kopi yang ditanam di bawah naungan dan
tanpa naungan. Oleh karena itu, tujuan penelitian ini adalah untuk mempelajari densitas,
diversitas dan kemampuan bakteri endofit dari tanaman kopi di UBF yang di tanam di bawah
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naungan pohon pinus dan tanpa naungan yang berpotensi dalam menghasilkan IAA. Bakteri
yang memiliki kemampuan dalam menghasilkan IAA diharapkan dapat dijadikan sebagai agen
PGP (Plant Growth Promoting) untuk membantu dalam meningkatkan pertumbuhan tanaman
kopi dan meningkatkan kesuburan tanah sehingga dapat dijadikan sebagai aplikasi produk
untuk pengembangan biofertilizer yang mampu membantu dalam menjaga produktivitas
tanaman kopi.

Metode
Deskripsi area dan pengambilan sampel

Sampel akar diperoleh dari lahan perkebunan Kopi di UB Forest (UBF). UB Forest
terletak di lereng Gunung Arjuna, Desa Sumberwangi, Kecamatan Karangploso, Kabupaten
Malang, Jawa Timur, Indonesia. Koordinat lokasi pengambilan sampel adalah 07.821705°
Lintang Selatan dan 112.577551 Bujur Timur, dengan ketinggian kurang lebih1058 m diatas
permukaan laut (dpl). Pengambilan sampel akar diambil dari kedua lokasi yaitu area lahan
tanaman kopi yang ternaungi dengan pohon Pinus (KA) dan lahan tanaman kopi yang tidak
ternanungi (KB). Masing-masing lahan, akar tanaman kopi diambil secara acak dengan hasil
komposit akar dari tiga tanaman yang dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali. Diperoleh
total 6 sampel untuk kedua area lahan kopi. Sampel akar setiap tanaman merupakan akar-akar
sekunder dengan bagian ujung yang masih sehat yang diambil pada kedalaman sekitar 10 cm.
Sampel akar ditempatkan dalam kantong plastik dan disimpan dalam kotak isotermal/cool box
untuk dianalisis di laboratorium. Parameter lingkungan di lokasi pengambilan sampel juga
diukur sebagai faktor lingkungan di lokasi pengambilan sampel.

Isolasi bakteri endofit penghasil IAA

Sampel akar dibersihkan dengan air mengalir dan akuades steril, kemudian dipotong
kecil-kecil £ 2-3 cm. Akar kemudian diberi perlakuan steriliasi permukaan terlebih dahulu
sebelum digunakan untuk proses isolasi bakteri. Metode sterilisasi permukaan sampel akar
mengikuti metode dari (Pratiwi et al., 2020). Sampel akar yang sudah disterilkan dikonfirmasi
dengan cara menginokulasikan 0,1 mL akuades terakhir sisa pencucian akar pada media
nutrient agar (NA). Jika tidak ada bakteri yang tumbuh, maka proses sterilisasi akar sudah baik
dan benar. Sampel akar steril sebanyak 10 gram dimasukkan ke dalam 90 mL larutan 0,85 %
NaCl (garam fisiologis), kemudian sampel dihaluskan dengan cara digiling menggunakan
blender hingga homogen. Suspensi sampel akar yang sudah halus selanjutnya diproses untuk
isolasi bakteri melalui metode serial dilusi. Isolasi bakteri endofit penghasil IAA mengacu
metode (Pratiwi et al., 2020). Kultur diinkubasi pada suhu 28 °C selama 48 jam untuk
memperoleh bakteri endofit penghasil hormon 1AA.

Koloni yang tumbuh dari setiap pengenceran dihitung dengan TPC (Total Plate Count)
untuk dibandingkan jumlah kelimpahan koloni bakteri. Kelimpahan isolat yang mendominasi
pada setiap lokasi dilakukan dengan menentukan diversitas komunitas bakteri. Koloni tunggal
yang memiliki karakter berbeda dihitung berdasarkan diversitas bakterinya dengan indeks
diversitas Simpson menggunakan rumus (1) (Roswell et al., 2021).
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ni(ni-1)
N(N—l))

D=1-7 = 1( (1) (Roswell et al., 2021)

Keterangan:

D = Indeks Diversitas Simpson

n =Jumlah individu jenis ke-i

N = Jumlah total individu

s = Jumlah total spesies dalam satu komunitas

Masing-masing isolat bakteri endofit penghasil IAA hasil isolasi kemudian
dikarakterisasi secara makroskopis berdasarkan morfologi koloni (permukaan koloni, tekstur
koloni, bentuk koloni, pinggiran / margin koloni, elevasi koloni, ciri optik, dan pigmentasi /
warna koloni). Karakterisasi secara mikroskopis diamati melalui pewarnaan Gram (Gram
staining) dan bentuk bakteri di bawah mikroskop. Isolat koloni tunggal kemudian dimurnikan
secara spread plate.

Potensi bakteri endofit penghasil hormon IAA
1. Uji Kualitatif dengan kolorimetri menggunakan membran nitroselulosa

Isolat bakteri yang sudah dimurnikan selanjutnya akan diuji secara kualitatif dalam
kemampuannya sebagai penghasil hormon IAA menggunakan membran nitroselulosa.
Masing-masing isolat disetarakan umur biakan dan densitasnya terlebih dahulu. Kultur bakteri
dengan umur dan densitas yang sama kemudian ditumbuhkan dalam 25 mL media cair Triptic
Soy Broth (TSB) yang ditambahkan dengan L-Tryptophan sebanyaj 1ug/mL. Kultur diinkubasi
pada suhu 28 ° C selama 72 jam. Kultur kemudian diambil sebanyak 0,1 mL lalu di spread
plate pada media Tryptic Soy Agar (TSA). Cawan petri yang telah diinokulasi bakteri tersebut
kemudian dilapisi dengan membran nitroselulosa. Inkubasi dilakukan pada suhu 28 ° C selama
72 jam di dalam ruang gelap. Setelah diinkubasi di dalam ruang gelap, membran nitroselulosa
diambil dan diletakkan pada cawan petri steril lalu digenangi oleh reagen Salkowski,
diinkubasi selama 30 menit pada ruang gelap. Membran yang memberikan perubahan warna
menjadi merah atau merah muda (pink) menunjukkan indikasi adanya hormon IAA yang
dihasilkan oleh bakteri endofit. Perubahan warna pada membran nitroselulosa selanjutnya akan
diamati menggunakan sistem skor (penilaian) menurut (Suharjono & Yuliatin, 2022). Sistem
skor (penilaian) disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Sistem skor (penilaian) perubahan warna IAA

Warna Skor
Merah pekat 4
Merah 3
Merah muda gelap 2
Merah muda 1

2. Uji Kuantitatif dengan kolorimetri menggunakan reagen Salkowski

Isolat bakteri terpilih yang terdeteksi dapat menghasilkan hormon IAA melalui uji
kualitatif, selanjutnya akan diuji secara kuantitatif menggunakan reagen Salkowski mengacu
metode (Pratiwi et al., 2020). Starter bakteri dibuat dengan menginokulasikan isolat bakteri

80



Karakterisasi Dan Potensi Bakteri Endofit Akar Kopi (Coffea Sp) Sebagai Penghasil Indole Acetic Acid (IAA4)
Esti Rizkiana Pratiwi’, Elsa Mega Suryani®, Indra Adi Wira Prasetya’, Nadiah Al Batati*

dalam 25 mL media TSB dengan penambahan 2 % L-Tryptophan (1pg/mL). Kultur starter
disetarakan (A = 550 nm) kemudian sebanyak 10 % kultur bakteri diinokulasikan ke dalam 45
mL media TSB baru (steril) yang sudah diberi penambahan 2 % L-Tryptophan (1pg/mL).
Kontrol pembanding untuk uji IAA adalah berupa media TSB steril tanpa inokulum.
Selanjutnya, inkubasi dilakukan selama 72 jam pada suhu 28 °C.

Pengukuran kuantitatif konsentrasi hormon IAA yang dihasilkan oleh masing-masing
isolat bakteri terpilih dilakukan pada waktu inkubasi 0, 24, 48, dan 72 jam. Konsentrasi IAA
diukur dengan cara mengambil 3 mL suspensi bakteri dan disentrifus pada kecepatan 10.000
rpm selama 10 menit. Pelet dibuang, supernatan diambil sebanyak 2 mL lalu dimasukkan ke
dalam tabung reaksi dan direaksikan dengan reagen Salkowski sebanyak 4 mL. Inkubasi
dilakukan selama satu jam pada ruang gelap. Selanjutnya, suspensi dengan intensitas warna
yang berbeda diukur dengan spektrofotometer (A = 535 nm). Konsentrasi IAA yang dihasilkan
oleh masing-masing isolat terpilih dihitung dari persamaan kurva standar IAA dengan
mengkorelasikan variasi konsentrasi dengan absorbansi pada Panjang gelombang 535 nm.
Kurva standar 1AA dibuat dari serial konsentrasi 1AA sintetis. Adapun perbandingan kurva
standar IAA sintetis yang digunakan disajikan pada tabel 2.

Tabel 2. Perbandingan kurva standar IAA sintetis

Konsentrasi IAA Sintetis MediaTS  Reagen Salkowski
(pm) (mL) B (mL) (mL)
0 0 2 4
2 0.16 1.84 4
4 0.32 1.68 4
6 0.48 1.52 4
8 0.64 1.36 4
10 0.8 1.2 4
12 0.96 1.04 4
14 1.12 0.88 4
16 1.28 0.72 4
18 1.44 0.56 4
20 1.6 0.4 4
Analisis Data

Data parameter lingkungan yang diperoleh dalam penelitian dianalisis dengan uji T-Test
(SPSS V.20). Data karakteristik isolat bakteri dianalisis untuk mengidentifikasi persamaan atau
kemiripan antar kelompok isolat menggunkan clustering (PAST4.03). Data produksi hormon
IAA oleh bakteri dianalisis dengan Two way ANOVA, Univariate dengan a < 0,05. Hasil yang
berbeda nyata dilakukan uji lanjutan menggunakan Tukey untuk mendapatkan hasil evaluasi
perbedaan kemampuan masing-masing isolat bakteri endofit dalam menghasilkan hormon IAA.

Hasil
Karakteristik Faktor Lingkungan

Berdasarkan hasil yang diperoleh pada pengukuran faktor-faktor lingkungan (Tabel 3),
parameter pH tanah, kadar air, dan diameter pohon pada lokasi tanaman kopi dengan naungan
pohon pinus (KA) maupun tanpa naungan (KB) menunjukkan hasil yang tidak signifikan. Hal
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ini menandakan bahwa pada ketiga parameter tersebut, nilai pH tanah, kadar air dan diameter
pohon tidak berbeda nyata antara kedua lokasi. Parameter suhu tanah dan bahan organik tanah
menunjukkan hasil yang signifikan sehingga nilai dari kedua parameter tersebut adalah berbeda
nyata di kedua lokasi. Suhu tanah yang rendah serta kadar air tanah yang cukup pada lokasi
KA dan KB yaitu masing-masing 20,5 °C dan 22,3 °C serta 79,7 % dan 74,9%. Bahan organik
tanah yang diperoleh yaitu 8,2 % pada lokasi KA dan 14,9 % pada lokasi KB. Hal ini berkaitan
dengan pH tanah yang terukur tergolong asam dikedua lokasi (Tabel 3).

Tabel 3. Faktor lingkungan kedua lokasi tanaman kopi

Parameter Lingkungan Lokasi
Kopi dengan naungan (KA) Kopi tanpa naungan (KB)
pH tanah 493+0,56a 494 +0,44 a
Suhu Tanah (°C) 205+1,02a 223+192Db
Kadar Air Tanah (%) 79.7+3/42a 749+ 464 a
Bahan organik tanah (%) 8.2+993b 149+ 0,59 a
Diameter pohon (cm) 575+£0,95a 76+048a

*Keterangan: Baris huruf yang berbeda untuk setiap parameter menunjukkan nilai signifikan
(p>0,05) dengan menggunakan uji T-Test antara dua sampel tanah dari jenis tanaman kopi
dan naungan yang berbeda

Densitas dan Diversitas bakteri endofit penghasil hormon IA

Densitas sel bakteri endofit akar kopi penghasil IAA pada lokasi KA adalah 17,93 x 10°
CFU/gram lebih sedikit dibandingkan pada lokasi KB yaitu 26,67 x 10> CFU/gram (Gambar
1). Indeks diversitas bakteri endofit akar kopi pada kedua lokasi tergolong cukup tinggi yaitu
antara 0,77- 0,84. Artinya, terdapat dominasi dari satu atau beberapa spesies bakteri pada kedua
lokasi karena nilai indeks semakin mendekati angka 1. Indeks diversitas bakteri endofit akar
Kopi di lokasi KA lebih tinggi dibandingkan dengan lokasi KB yaitu masing-masing 0,84 dan
0,77 (Gambar 2). Lokasi KA memperoleh sebanyak 10 isolat, berbeda dengan lokasi KB
memperoleh sebanyak 8 isolat. Berdasarkan analisis diversitas (Gambar 3), persentase
dominansi relative dari isolate bakteri endofit akar kopi menandakan bahwa pada lokasi KB
terdapat isolat yang mendominasi >50 % yaitu isolat KBA7 dengan persentase 48,1 %.

w0

Demaltas Bakieet (CF U Grnem)
" »

KA LN
L okav

Gambar 1. Nilai densitas bakteri endofit akar kopi penghasil IAA
(KA = Lokasi lahan tanaman kopi dengan naungan, KB = Lokasi lahan Tanaman Kopi tanpa
naungan)
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Gambar 2. Nilai indeks diversitas bakteri endofir akar kopi penghasil IAA
(KA = Lokasi lahan tanaman kopi dengan naungan, KB = Lokasi lahan Tanaman Kopi tanpa
naungan)
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Gambar 3. Presentase dominasi relatif dari isolate bakteri endofit akar kopi
a. Presentase isolat bakteri endofit dari tanaman kopi dengan naungan (KA)
b. Presentase isolate bakteri endofit dari tanaman kopi tanpa naungan (KB)

Potensi bakteri endofit akar kopi sebagai penghasil hormon 1AA

Kemampuan isolat bakteri endofit akar kopi menghasilkan IAA berdasarkan perubahan
warna (Uji kualitatif) diuji pada masing-masing 10 isolat bakteri dari lokasi dengan naungan
(KA) dan 8 isolat bakteri dari lokasi tanpa naungan (KB). Gambar 4 menunjukkan hasil
perbandingan skoring isolat bakteri penghasil hormon IAA pada akar kopi dari kedua lokasi.
Sebanyak 18 total isolat yang diuji menggunakan membran nitroselulosa, hanya 11 isolat yang
memenuhi warna sesuai Kriteria yaitu merah pekat, merah, merah muda gelap, dan merah muda
(Gambar 5). Sebelas isolat yang menunjukkan perubahan warna yaitu 8 isolat dari lokasi KA
yaitu isolat KAAL, KAA2, KAA3, KAAS, KAAG, KAA7, KAAS8, KAA9 dan 3 isolat lainnya
dari lokasi KB yaitu KBA3, KBA2 dan KBAJS. Isolat dengan nilai skor tertinggi adalah isolat
KAAZ2 dari lokasi KA (kopi dengan naungan).
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333333333

Isolat Bakteri l::d
Gambar 4. Skoring Bakteri endofit akar kopi penghasil IAA dari lokasi dengan naungan (KA)
dan lokasi tanpa naungan (KB)
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Gambar 5. Perubahan warna sebagai indikator adanya produksi IAA oleh bakteri endofit. Skor
0 (a-d), Skor 1 (e), Skor 2 (f), Skor 3 (g), dan Skor 4 (h)

Kesebelas isolat terpilih dari uji kualitatif kemudian dilakukan uji kuantitatif
menggunakan reagen Salkowski untuk mengetahui jumlah konsentrasi IAA yang dihasilkan.
Hasil kuantitatif produksi IAA masing-masing isolat ditunjukkan pada Gambar 6. Hasil
menunjukkan adanya variasi bakteri endofit dalam menghasilkan 1AA. Konsentrasi IAA
tertinggi diperoleh dari isolat KAAG (10,73 ppm) pada inkubasi 48 jam yang merupakan isolat
dari lokasi KA yaitu tanaman kopi dengan naungan dan isolat KBA3 (12,78 ppm) pada
inkubasi 72 jam yang merupakan isolat dari lokasi KB yaitu tanaman kopi tanpa naungan.
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Gambar 6. Konsentrasi IAA yang dihasilkan Bakteri endofit akar kopi dari kedua lokasi
berdasarkan lama waktu inkubasi 24, 48, dan 72 jam.

Karakterisasi dari 11 isolat terpilih dan potensial dalam menghasilkan 1AA selanjutnya
dianalisis secara makroskopis dan mikroskopis (Tabel 4). Analisis Klustering isolat penghasil
IAA dilakukan menggunakan program PAST, sehingga diketahui kesamaan (kemiripan)
karakter yang dimiliki oleh masing-masing isolat. Hasil klasterisasi (Gambar 7) diperoleh
bahwa pada jarak 0,5 isolat-isolat potensial penghasil IAA masuk ke dalam 7 kelompok.
Isolat KBA2 dan KBA3 berada dalam satu kelompok dengan persentase kemiripan 95%.
Persentasi kemiripan antara isolat KBA2 dan KBA3 adalah 90 % dengan perbedaan terletak
pada karakter margin (tepi koloni). Sementara itu, pada persentase kemiripan 53% diperoleh
dari kelompok isolat KAA5 dan KAA7. Perbedaan karakter diantara keduanya terletak pada
pigmentasi (warna koloni) dan pewarnaan Gram, dimana isolat KAA5 adalah Gram positif,
sedangkan KAA?7 adalah Gram negatif. Klasterisasi karakter bakteri dapat digunakan sebagai
acuan untuk identifikasi awal. Identifikasi lanjutan dapat dilakukan menggunakan analisis
sekuen DNA bakteri dengan gen 16S rDNA sehingga dapat diketahui spesies bakterinya.
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Gambar 7. Analisis Klustering berdasarkan kemiripan karakter isolat bakteri endofit akar kopi
penghasil IAA

Tabel 4. Karakterisasi makroskopis dan mikroskopis isolat bakteri endofit
Parameter Isolat bakteri endofit terpilih

KAA KAA KAA KAA KAA KAA KAA KAA KBA KBA KBA
1 2 3 5 6 7 8 9 2 3 5

Bentuk koloni

Bulat - + - + + + + + - - +

Irregular - - + - - - B - + T R
Berserabut - - - - - - - - - R R
Berfilamen + - - - - - - B R R R
Margin

Erose - - - - - - - - - - -
Beralun + - - - - R N R N T N
Lobate - - + - - - B - + N R
Menyeluruh - + - + + + + + R R ¥
Elevasi

Umbonat - - - - - - - - - - _
Cembung - - - - - - - - R N I
Pulvinat - - - + - + + - + + -
Datar + + + - + - - + - - -
Tekstur koloni

Berkontur + - - - - - - - - - B
Kasar - - - - - - - - - - B
Licin - + + + + + + + + + +

Konsistensi
permukaan
Kering - - - - - - - - - - -

Lekit - - - + - + + + + + +
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Parameter Isolat bakteri endofit terpilih

KAA KAA KAA KAA KAA KAA KAA KAA KBA KBA KBA
1 2 3 5 6 7 8 9 2 3 5

Licin + + + - +

Tipis

Ciri Optik

Opalesens - + - - - - + + - - +
Pudar + - + - + - - - + +

Berkilat - - - + - +

Pigmentasi
(warna koloni)
Putih pudar + - - - B - B B T 4 i

Putih - +

Putih Susu - - - - - +

Kuning - - - + - - - +

Tidak berwarna - - + - +

Kuning pudar - - - - - - +

Pewarnaan

Gram

Positif + + + + + - - - + + +
Negatif - - - - - + T T

Bentuk Bakteri

Basil + + + + - + + + + + +

Coccus - - - - +

Diskusi

Banyak nya jumlah mikroorganisme yang diperoleh berkaitan dengan kandungan bahan
organik tanah  karena tingginya bahan organik mampu mendorong pertumbuhan
mikroorganisme (Aragéo et al., 2023; de Souza et al., 2023) . Hal ini selaras dengan hasil
penelitian yang menunjukkan bahwa Densitas sel bakteri endofit akar kopi penghasil IAA
pada lokasi KB (tanpa naungan) lebih tinggi yaitu 26,67 x 10° CFU/gram diikuti dengan kadar
bahan organik di lokasi tersebut yang juga tinggi dibandingkan dengan lokasi KA (dengan
naungan) dengan perbedaan yang nyata. Indeks Diversitas Simpson mempertimbangkan
kemerataan spesies, memperhitungkan jumlah spesies serta kelimpahan setiap spesies. Nilai
indeks yang mendekati 1 menandakan bahwa nilai diversitas nya tinggi (komunitas bakteri
yang ada di dalam sampel beragam) (Roswell et al., 2021). Diketahui bahwa Indeks diversitas
bakteri endofit akar Kopi di lokasi KA dan lokasi KB mendekati nilai 1 dengan lokasi KA
lebih tinggi dibandingkan dengan lokasi KB. Hal ini menunjukkan komunitas bakteri dari
kedua lokasi adalah beragam.

Keberadaan komunitas bakteri endofit yang terdapat di dalam jaringan tanaman
merupakan komunitas yang bermanfaat bagi tanaman (inang nya). Bakteri endofit
berkolonisasi dengan tanaman, diketahui mampu meningkatkan pertumbuhan tanaman.
Bakteri endofit juga mampu meningkatkan jumlah nutrisi yang dikonsumsi tanaman dan
mempengaruhi fitohormon yang dikeluarkan. Fitohormon yang dikeluarkan oleh tanaman
bertanggung jawab dalam meningkatkan pertumbuhan dan mengatasi stress lingkungan.
Sehingga, bakteri endofit yang memiliki kemampuan menghasilkan hormon seperti 1AA
(Indole acetic acid) adalah bakteri yang dapat mendukung tanaman dalam proses
pertumbuhan. Hal ini karena hormon IAA termasuk dalam fitohormon yang mampu
meningkatkan pertumbuhan tanaman. (Ali et al., 2021).
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Diversitas bakteri endofit pada tanaman sangat bervariasi dan bergantung pada faktor
lingkungan. Faktor yang mempengaruhi diversitas dan keanekaragaman bakteri endofit
seperti: genotip tanaman inang, umur tanaman, jenis tanaman, Teknik pertanian, suhu,
kelembaban, perubahan iklim, bahan organik dan berbagai jenis ketersediaan nutrisi untuk
tanaman. Faktor-faktor tersebut adalah faktor yang dapat membantu dan mendukung dalam
meningkatkan diversitas dan keanekaragaman bakteri endofit dengan genus yang beragam.
Berbagai kultivar atau variasi dari tanaman akan mempengaruhi tipe komunitas bakteri endofit
yang ditemukan. Sifat fisikokimia tanah dan lokasi tempat tanaman ditumbuhkan juga
berpengaruh pada komposisi bakteri endofit menjadi berbeda dan beragam. Artinya, meskipun
spesies tanaman memiliki genotip yang sama, namu apabila di tanam di jenis tanah yang
berbeda, lokasi yang berbeda dan Teknik atau praktik pertanian yang berbeda maka hal ini
memberikan pengaruh pada diversitas dan keragaman bakteri endofit yang ditemukan
(Khaskheli et al., 2020; (Ali et al., 2021).

Spesies tanaman inang dan jenis tanah adalah penentu paling penting dalam menyeleksi
komunitas bakteri endofit yang ada di dalamnya, kemudian diikuti dengan tanggal
pengambilan sampel dan lokasi pengambilan sampel. Berbagai varietas tanaman dari suatu
spesies tanaman yang di tanam pada tanah yang sama juga akan memperoleh diversitas dan
keanekaragaman bakteri endofit yang berbeda-beda. Sehingga, spesies tanaman sangat
menentukan jenis bakteri endofit. Varietas tanaman yang sama namun di tanaman pada jenis
tanah yeng berbeda, maka bakteri endofit yang diperoleh juga berbeda-beda. Selain itu, faktor
adanya fitopatogen pada tanaman inang juga menjadi penentu keberadaan bakteri endofit di
dalamnya. Komunitas bakteri endofit merupakan suatu proses dinamis yang erat dikendalikan
oleh tanaman inang, dimana bakteri endofit yang berada di tanaman inang pada situasi tertentu
adalah bakteri yang memang disukai oleh tanaman dibandingkan bakteri endofit lainnya (Afzal
etal., 2019; Ali et al., 2021; Khaskheli et al., 2020).

Sistem pertanian kopi dengan cara menanam kopi di tempat teduh (dengan naungan)
diketahui dapat melestarikan keanekaragaman hayati termasuk keberadaan bakteri. Sistem
pertanian kopi organik merupakan sistem pertanian yang mendukung konservasi
keanekaragaman hayati. Sehingga, disimpulkan bahwa kopi yang ditanam di tempat teduh
menggunakan sistem pertanian organik sangat relevan dengan sistem pangan Yyang
berkelanjutan. Sistem pertanian agroforestri banyak diterapkan pada wilayah daerah tropis
dengan ditandai banyaknya spesies tanaman pohon yang berbeda, termasuk pertanian kopi.
Sistem pertanian agroforestry kopi Robusta dan kopi Arabika banyak ditemukan di wilayah
Afrika, Amerika, dan Asia. Kopi yang ditanam di Kawasan agroforestri bersamaan dengan
jenis tanaman yang tinggi (Pohon). Sistem agroforestry adalah sistem pertanian yang menarik
dan menjadi pilihan yang efektif untuk mengurangi hilangnya hutan, untukmelestarikan
keanekaragaman hayati dan menyediakan hal-hal penting seperti sumber pendapatan bagi
penduduk local (Donko et al., 2019; Jimenez-Soto, 2021).

Akar tanaman merupakan organ khusus yang memberikan dukungan mekanis tanaman
dalam penyerapan unsur hara dari tanah. Pada akar terdapat jaringan penyangga (Xilem dan
Floem) yang berperan dalam memperlancar penyerapan dan pergerakan unsur hara dan air
langsung dari tanah ke batang dan bagian tanaman lainnya. Kemampuan bakteri endofit yang
berasosiasi dengan akar dam mampu menghasilkan IAA yang dapat memperkuat akar serta
perkembangannya, sehingga memberikan kontribusi terhadap nutrisi tanaman dalam menyerap
unsur hara dari tanah. Seperti pada tanah, akar yang tertanam di dalam tanah menampung
berbagai macam konsorsium bakteri. Sistem arsitektur akar dan aktivitas proses kimiawi
(nutrisi) di dalam akar dapat memodulasi aktivitas bakteri endofit akar di daerah endo-rizosfer
(di dalam akar) (Hashem et al., 2019; Wang et al., 2019; Adedeji & Babalola, 2020).
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Berbagai metode dapat digunakan untuk membantu dalam pendeteksian biosintesis
IAA. Uji kolorimetri dengan reagen Salkowski adalah salah satu metode yang telah banyak
digunakan dalam mendeteksi IAA dari mikroba. Campuran dalam reagen Salkowski adalah
besi klorida (FeClz) 0,5 M dan 35 % asam perklorat (HCIO4) yang apabila direaksikan dengan
IAA maka akan menghasilkan warna merah muda (Pink). Hal dikarenakan adanya
pembentukan kompleks IAA dengan Fe (besi). Bakteri yang mampu menunjukan perubahan
warna yang dihasilkan adalah reaksi positif yaitu menandakan bahwa adanya senyawa indole
(IAA) sebagai produk metabolisme triptofan yang dilakukan oleh bakteri (Gang et al., 2020).
Artinya, bakteri yang diujikan memiliki kemampuan dalam menghasilkan IAA sebab mampu
memetabolisme triptofan yang ditambahkan ke dalam media uji. Senyawa L-tryptophan
sebagai prekursor IAA yang ditambahkan pada media dapat meningkatkan produksi IAA dan
kultur bakteri pada media akan memicu biosintesis IAA.

Hormon IAA yang diproduksi oleh bakteri endofit akar kopi pada penelitian ini lebih
rendah dibandingkan dengan penelitian (Pratiwi et al., 2020), yang memperoleh produksi IAA
tertinggi dari bakteri endofit akar kopi Robusta dan Arabika masing-masing mencapai 110,73
ppm sampai dengan 257,16 ppm. Meskipun penelitian ini juga menggunakan tanaman kopi di
UB Forest, namun hasil 1AA yang diproduksi oleh bakteri endofit akar kopi berbeda-beda.
Waktu pengambilan sampel dan pemilihan area lokasi lahan (Kopi dengan naungan dan tanpa
naungan) merupakan salah satu faktor yang membedakan dari penelitian sebelumnya.
Sehingga dapat dijadikan sebagai informasi bahwa selain variasi tanaman kopi, area lahan serta
proses penanaman kopi dengan naungan dan tanpa naungan berpengaruh terhadap kemampuan
bakteri endofit dalam menghasilkan IAA.

Kemampuan bakteri endofit dalam menghasilkan IAA sangat bervariasi bergantung pada
jenis isolat (jenis bakteri) dan umur kulturnya. Perbedaan jumlah konsentrasi IAA yang
diproduksi bergantung pada jenis tanaman, lokasi dan faktor lingkungan. Selain itu, efek
pemberian konsentrasi triptofan, suhu, pH, salinitas dan lamanya waktu inkubasi juga termasuk
faktor penentu jumlah 1AA yang diproduksi oleh bakteri (Napitupulu et al., 2019; Xa et al.,
2022). Bagian organ tanaman juga menentukan kemampuan bakteri endofit dalam
menghasilkan IAA. Bagian akar, batang, dan daun tanaman memiliki diversitas bakteri
endofitnya masing-masing, sehingga kemampuan bakteri endofit tersebut dalam menghasilkan
IAA sangat beragam. Bakteri endofit yang ditemukan di akar dan batang diketahui memiliki
diversitas bakteri endofit yang melimpah dengan kemampuan penghasil 1AA lebih tinggi
dibandingkan dengan bakteri endofit di daun (Husseiny et al., 2021).

Penelitian ini berhasil mendapatkan bakteri endofit akar tanaman kopi, baik yang
ditanam dengan naungan maupun ditanam tanpa naungan. Bakteri endofit yang ditemukan
pada keduanya memiliki kemampuan dalam menghasilkan 1AA dengan konsentrasi yang
berbeda-beda. Saran untuk penelitian ini selanjutnya adalah perlu dilakukan proses optimasi
sehingga konsentrasi IAA yang dihasilkan oleh bakteri endofit dapat lebih optimal.

Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, disimpulkan bahwa densitas bakteri di
lokasi KA (Kopi dengan naungan) adalah 17,93 x 10° CFU/gram dan lokasi KB (Kopi tanpa
naungan) adalah 26,67 10° CFU/gram. Diversitas bakteri di kedua lokasi berturut turut 0,84
(KA) dan 0,77 (KB). Total bakteri yang diperoleh dari kedua lokasi adalah 18 isolat. Hasil uji
kualitatif menggunakan kolorimetri dengan membran nitroselulosa didapatkan sebanyak 11
isolat yang terdeteksi dapat memproduksi IAA. Sebelas isolat terpilih kemudian dikuantifikasi
dengan uji kolorimetri menggunakan reagen Salkowski. Dua isolat yaitu KAA6 dan KBA2
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adalah isolat yang memproduksi konsentrasi IAA tertinggi masing-masing sebesar 10,73 ppm
pada inkubasi 48 jam dan 12,78 pada inkubasi 72 jam. Waktu pengambilan sampel, dan
pemilihan area lokasi lahan (Kopi dengan naungan dan tanpa naungan) termasuk faktor yang
mempengaruhi terhadap kemampuan bakteri endofit dalam menghasilkan 1AA.
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