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ABSTRAK

Penggunaan pupuk anorganik dengan dosis relatif tinggi untuk meningkatkan hasil dalam budi daya nanas
(Ananas comosus) skala perkebunan dapat menimbulkan masalah baru, seperti meracuni tanaman, mencemari
lingkungan, dan meningkatkan biaya produksi. Pemanfaatan mikrob rizosfer seperti bakteri pelarut kalium (BPK)
diharapkan dapat menurunkan dosis aplikasi pupuk K anorganik karena dapat melarutkan kalium yang terfiksasi Al
dan Fe tanah sehingga tersedia bagi tanaman. Penelitian ini bertujuan mengevaluasi dan mencirikan BPK potensial
yang terdapat pada area perkebunan nanas. BPK dievaluasi berdasarkan Indeks Kelarutan Kalium (IKK), dan bakteri
dicirikan potensinya sebagai isolat BPK. BPK diisolasi dari blok pertanaman dengan tingkat produksi rendah dan
tinggi pada fase vegetatif (V) dan generatif (G) dengan 5 ulangan. Sebanyak 20 isolat yang berasal dari populasi BPK
pada pertanaman nanas telah berhasil diisolasi pada penelitian ini. Indeks kelarutan K terendah ialah 0,6, diperoleh
pada isolat RV1, dan yang tertinggi, yaitu 1,2, pada isolat RG1. Di antara isolat tersebut, RG1 bersifat Gram positif
dan tumbuh maksimum pada pH 5, suhu 30 °C. Berdasarkan analisis filogenetik, isolat pelarut kalium tersebut
memiliki tingkat kemiripan yang sama dengan bakteri Bacillus subtilis.

Kata kunci: Bacillus subtilis, indeks kelarutan K, suhu, pH, K-tersedia

ABSTRACT

The use of relatively high doses of inorganic fertilizers to increase yields in plantation-scale pineapple (Ananas
comosus) cultivation can lead to new problems, such as being toxic to plants, polluting the environment, and
increasing production costs. The utilization of rhizosphere microbes, such as potassium solubilizing bacteria (KSB)
is expected can reduce the dose of inorganic K fertilizer application because it can dissolve potassium-fixed Al and
Fe soil so that it is available to plants. This study aims to assess and characterize the potential of BPK in pineapple
plantation areas. KSB evaluation was carried out based on the Potassium Solubility Index (IKK), besides that, it also
carried out the characterization of bacteria that have the potential as CPC isolates. CPC was isolated from planting
blocks with low and high production levels in the vegetative (V) and generative (G) phases with 5 replications. As
many as 20 isolates from the CPC population on pineapple plantations were successfully isolated in this study. The
lowest K solubility index of 0.6 was obtained in isolate RV1 and the highest, namely 1.2 in isolate RG1. Among these
isolates, RG1 is Gram-positive and grows optimally at pH 5, temperature 30°C. Based on the results of the
phylogenetic analysis, it is known that this potassium solubilizing isolate has the same level of similarity with the
bacterium Bacillus subtilis.
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PENDAHULUAN struktur tanah menjadi keras dan menggumpal.
Meskipun  penggunaan pupuk dan pestisida

Kegiatan budi daya nanas yang ber|angsung merupakan hal yang biasa dilakukan di lahan

selama bertahun-tahun di suatu lokasi pertanaman
meng-akibatkan kualitas kesuburan tanah menjadi
berkurang. Hal ini dapat disebabkan oleh penggunaan
pupuk dan pestisida yang terus-menerus pada setiap
siklus pertanaman nanas. Kondisi ini dapat berdampak
negatif pada tanah dalam jangka panjang, seperti
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perkebunan nanas, perbaikan kondisi struktur tanah
perlu diupayakan. Salah satu upaya untuk mengatasi
masalah menurunnya kualitas kesehatan tanah adalah
dengan memanfaatkan interaksi antara tanaman dan
mikrob di dalam rizosfer (Del’mour et al. 2010). Kalium
merupakan salah satu unsur hara makro esensial
ketiga setelah nitrogen dan fosforus yang dibutuhkan
oleh tanaman, terutama untuk pertumbuhan dan
perkembangan hayati. Sumber kalium yang utama
bagi tanaman berasal dari dalam tanah. Kalium diserap
oleh tanaman dalam bentuk ion K*. Kadar kalium di
bumi cukup besar, yaitu sekitar 2,3%, yang sebagian
besar terikat dalam mineral primer atau terfiksasi
dalam mineral sekunder dan lempung (Selian 2008).
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Dilaporkan bahwa kalium dalam tanah yang tersedia
bagi tanaman hanya 2-10%, sedangkan 90-98%
dalam bentuk mineral (Basyuni 2009). Mineral
pembawa kalium yang paling umum adalah K-
Feldspar, Leusit, Biotit, Flogopit, Glaukonit, dan
mineral lempung (Basyuni 2009).

Tanaman membutuhkan kalium dari larutan tanah
sebagai ion K* yang biasanya memiliki konsentrasi
dalam larutan sangat rendah. Proporsi terbesar K
tanah adalah dalam bentuk batuan, mineral, dan
deposit kalium lainnya yang merupakan sumber kalium
dalam tanah (Sardans & Penuelas, 2021). Pada
kondisi yang sesuai, kalium potensial tersebut dapat
terlarut dan tersedia bagi tanaman. Mikrob berperan
dalam siklus K melalui mekanisme produksi asam
organik untuk proses mineralisasi K-organik dalam
tanah. Populasi BPK cukup banyak terdapat pada
rizosfer tanaman dan tanah. Prajapati & Modi (2012)
menunjukkan bahwa sebanyak 5 BPK (bakteri pelarut
kalium) diketahui mampu memproduksi asam-asam
organik, seperti asam sitrat, asam oksalat, asam malat,
asam suksinat, dan asam tartrat. Berdasarkan hasil uji
kualitatif, indeks pelarutan BPK tersebut berkisar 1,04
hingga 1,66 yang sering dimanfaatkan untuk perbaikan
kesehatan tanah yang telah rusak akibat penggunaan
pupuk (Setiadi 2001). Selain itu, telah dilaporkan
bahwa inokulasi BPK dapat meningkatkan
pertumbuhan tanaman (Ahmad et al. 2016; Xiao et al.
2017).

Reaksi hayati, fisik, dan kimia di tanah lebih banyak
berlangsung di daerah rizosfer karena aktivitas di sini
ditopang oleh nutrisi yang dikeluarkan oleh akar
tanaman dalam bentuk eksudat larut, seperti
karbohidrat, asam amino, asam organik berbobot
molekul rendah, dan fotosintat lainnya (Dilfuza et al.
2011). Ekologi rizosfer adalah faktor penggerak
dengan mengombinasikan faktor fisik dari matriks
tanah, rizodeposit (eksudat akar), proton (H*), gas, dan
peranan akar dalam penyerapan air dan hara, yang
terdistribusi baik secara spasial maupun temporal
memungkinkan bagi daerah perakaran menjadi situs
berinteraksinya mikrob tanah, akar tanaman dan
komponen tanah (Richter et al. 2010). Tujuan
penelitian ini ialah mengevaluasi jenis BPK yang
terdapat pada rizosfer nanas, mengisolasi BPK yang
memiliki indeks kelarutan yang tinggi, dan mencirikan
BPK yang diisolasi dari rizosfer nanas.

METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari—Juli
2020 pada perkebunan nanas PT Great Giant
Pineapple Lampung Tengah, Provinsi Lampung,
menggunakan metode deskriptif, dan mengambil
sampel rizosfer tanah dari empat lokasi blok yang
berbeda. Sampel dianalisis di Laboratorium
Mikrobiologi, Fakultas Matematika dan IPA,
Universitas Negeri Lampung.
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Pengambilan Sampel Tanah

Pengambilan sampel tanah dibedakan atas tingkat
produksi nanas, yaitu produksi rendah (< 60ton/ha) dan
tinggi (> 60 ton/ha) serta fase pertumbuhan tanaman
yang berbeda, yaitu vegetatif (umur 7-9 bulan) dan
generatif (umur 13-5 bulan). Sampel dibagi menjadi
empat kategori, yaitu RV (produksi rendah vegetatif),
TV (produksi tinggi vegetatif), RG (produksi rendah
generatif), dan TG (produksi tinggi generatif). Sampel
tanah yang berasal dari 8 lokasi percobaan diambil
secara acak dengan 5 ulangan. Sampel tanah diambil
dengan cara menggali tanah di sekitar perakaran
nanas pada kedalaman 0-15 cm, Sampel diambil
secara acak pada empat lokasi dengan lima ulangan
pada setiap blok sehingga terkumpul 20 sampel.

Sampel tanah diambil dari daerah sekitar perakaran
nanas sebanyak lebih kurang 100 g pada kedalaman
0-15 cm di daerah sistem perakaran tanaman.
Selanjutnya, sampel tanah dimasukkan ke dalam
kantong plastik yang telah diberi label dan dianalisis
dari segi biologi dan kimia. Titik lokasi asal sampel
ialah lokasi 21 (4°47' S, 105°18' E), lokasi 26 (4°48'
S,105°15' E), lokasi 73 (4°49' S, 105°11' E), dan lokasi
83 (4°47' S, 105°12' E).

Tanah juga dianalisis untuk mengukur K dengan
metode HCI 25%. Ditimbang 2 g tanah, dimasukkan ke
dalam botol kocok, dan ditambahkan 10 mL HCI 25%
lalu dikocok dengan mesin pengocok selama 5 jam.
Setelah dikocok, sampel dimasukkan ke dalam tabung
reaksi dan dibiarkan semalam. Larutan dipipet
sebanyak 0,5 mL dan ditambahkan 0,95 mL akuades
dan dikocok (Balai Penelitian Tanah 2005).

Uji Kualitatif dan Kuantitatif Bakteri

Pengujian secara kualitatif dilakukan dengan cara
menumbuhkan mikrob pada media Aleksandrov agar
dengan Feldspar sebagai sumber kalium. Sampel diuji
secara kuantitatif dengan cara menginokulasi mikrob
pada media Aleksandrov cair. Variabel pengamatan
untuk uji kualitatif berupa diameter pertumbuhan
bakteri dan diameter zona bening yang dibentuk oleh
mikrob. Dalam uji kualitatif, kualitas bakteri dapat dilihat
dari nilai indeks kelarutan (IK). Semakin tinggi nilai IK,
semakin mampu bakteri tersebut dalam melarutkan
kalium. Nilai Ik dihitung berdasarkan rumus berikut
(Sharon et al. 2016):

_ Diameter zona bening
" Diameter koloni

IK

Pencirian BPK

BPK dicirikan berdasarkan morfologi koloni dan sel
dari isolat-isolat BPK yang menunjukkan pertumbuhan
cepat dengan IK tinggi. Sel bakteri diwarnai dan
dikelompokkan berdasarkan bakteri Gram positif dan
Gram negatif (Pelezar 2008).
Pengaruh  pH Pertumbuhan  Bakteri
(Kualitatif)

Sampel bakteri kandidat diambil dari tanah yang
bersifat Ultisol dengan pH tanah 4,5-5,5 (Alibasyah

pada
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2016). Kegiatan ini adalah untuk mengetahui pH
optimum yang dibutuhkan oleh bakteri target untuk
pertumbuhannya. Sampel yang sudah diperoleh
digoreskan pada media NA (nutrient agar) dengan tiga
level pH, yaitu pH 5, 6, dan 7. Selanjutnya biakan
bakteri diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang
(25°C). Setelah inkubasi selesai, ukuran koloni bakteri
yang tumbuh pada media diamati.

Pengaruh Suhu Bakteri
(Kualitatif)

Sampel bakteri yang sudah diperoleh digoreskan
pada media NA padat kemudian diinkubasi pada suhu
30°C dan 40°C. Setelah diinkubasi, ukuran koloni
bakteri yang tumbuh pada media diamati.

pada Pertumbuhan

Analisis Filogenetik

DNA genomik dari biakan cair Bacillus sp. Isolat RG
1 dengan media Nutrient Broth diisolasi berdasarkan
metode isolasi DNA genom Gram positif Bacteria
Wizard Genomic DNA Purification Kit Promega.
Amplifikasi gen 16S rRNA menggunakan PCR dengan
primer forward 63F ((5'-
CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3) dan reverse
1387R (5-GGGCGGWGTGTACAAGGC-3'). Volume
reagen PCR yang digunakan adalah 25 pL yang
meliputi 10 uL DNA templat (15 ng/uL), 10,5 pL MyTaq
HS Red Mix, 0,25 pL forward primer, dan 0,25 pL
reverse primer. PCR dilakukan dengan program
sebagai berikut: pradenaturasi pada suhu 95°C selama
5 menit, dilanjutkan dengan 30 siklus denaturasi pada
suhu 95°C selama 30 detik, elongasi pada 72°C
selama 45 menit, kemudian elongasi akhir pada 72°C.
Hasil amplifikasi dilihat melalui elektroforesis dengan
QlIAxcel Advanced System, kemudian diurutkan
menggunakan metode Sanger. Hasil pengaturan
dianalisis untuk menemukan kemiripan urutan dengan
yang ditemukan dalam basis data bank gen

menggunakan program pencarian Blast untuk
nukleotida (BLASTN) dari National Center for
Biotechnology Information (Altschul et al. 1990).

Filogenetik dianalisis menggunakan perangkat lunak
MEGA 11. Semua urutan diselaraskan menggunakan

Tabel 1 K-tersedia pada lokasi pengambilan sampel tanah
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penyelarasan urutan ganda Clustalw/, pohon
filogenetik dibangun dengan menggunakan metode
Kemungkinan Maksimum dan Model Haegawa-
Kishino-Yano.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ketersediaan K yang diamati pada rizosfer nanas
yang berasal dari lima lokasi sampel disajikan pada
Tabel 1. Kadar K-tersedia ditemukan hampir di semua
lokasi pengambilan sampel, yakni dengan kategori K-
tersedia sangat rendah dan rendah. Sebaliknya,
ketersediaan K pada rizosfer nanas yang berasal dari
dua lokasi (RV3 dan TV2) menunjukkan kadar K-
tersedia dengan kategori sedang.

BPK dari Rizosfer Tanaman Nanas

Berdasarkan hasil isolasi populasi Bakteri Pelarut
Kalium (BPK) pada 4 lokasi, jumlah pada kisaran 10°
CFU g., dengan jumlah BPK yang berasal dari lokasi
TG ditemukan dalam jumlah yang relatif lebih banyak
dibandingkan dengan lokasi yang lain, sedangkan
yang berasal dari lokasi RV ditemukan dalam jumlah
yang tersedikit (Gambar 2).

Gambar 1 menunjukkan bahwa populasi BPK
tertinggi terdapat pada lokasi TG, yaitu lokasi yang
memiliki sejarah perkebunan nanas dengan tingkat
produksi tinggi dan dalam masa generatif. Hal tersebut
menunjukkan bahwa bakteri yang terdapat dalam
tanah dapat mengubah K tanah menjadi bentuk yang
tersedia secara efektif bagi tanaman (Meena et al.
2014; Sindhu et al. 2014; Sukmadewi et al. 2021).
Selain itu, lokasi TV merupakan lokasi tertinggi kedua
yang memiliki populasi BPK tertinggi. Hal ini
menunjukkan bahwa keberadaan populasi BPK yang
tinggi pada lokasi tersebut ber-implikasi pada produksi
nanas yang tinggi. Berdasarkan kajian sebelumnya,
dilaporkan bahwa pada saat pertum-buhan tanaman, K
dibutuhkan dalam meningkatkan turgor tanaman
sehingga tanaman akan menjadi tahan cekaman
lingkungan serta berdampak baik pada pertumbuhan
tanaman (Gebreslassie 2016).

Lokasi K-tersedia Lokasi K-tersedia
(ppm) (ppm)
RV1 6,55(R) RG1 3,80(SR)
RV2 6,98(R) RG2 6,83(R)
RV3 8,82(S) RG3 5,13(R)
RV4 2,40(SR) RG4 4,83(R)
RV5 4,45(R) RG5 5,34(R)
Rerata 5,84 Rerata 5,19
TV1 5,16(R) TG1 5,76(R)
TV2 5,04(R) TG2 5,32(R)
TV3 5,61(R) TG3 4,12(R)
TV4 5,15(R) TG4 3,15(SR)
TV5 4,35(R) TG5 3,77(SR)
Rerata 5,06 Rerata 4,42

Keterangan: SR = Sangat rendah, R = Rendah, dan S = Sedang.

Sumber: Harkat berdasarkan Sulaeman et al. (2012).



50

IK isolat BPK yang dianalisis pada penelitian ini
(Tabel 2) berkisar mulai dari 0,6 (isolat TRV1) sampai
1.2 (isolat RG1). Gambar 2 memperlihatkan pola
pertumbuhan koloni BPK (isolat RG 1) yang dikelilingi
oleh zona pelarutan fosfat dalam penentuan IK-nya.
Selanjutnya, hasil karakterisasi BPK secara morfologi
dan biokimia disajikan pada Tabel 3.

Isolat BPK tertinggi didapatkan pada lokasi TG,
berbeda dengan hasil IKK tertinggi pada RG 1, yaitu
1,2. Hal tersebut sejalan dengan temuan sebelumnya,
bahwa tidak ada korelasi antara IK dan BPK bakteri
pelarut kalium karena aktivitas bakteri pelarut kalium,
yang mikroorganismenya melepaskan K sangat
tergantung pada sifat senyawa mineral (Setiawati &
Mutmainnah 2016).

Hasil pencirian bakteri berdasarkan uji pH, suhu,
dan pewarnaan Gram dapat dilihat pada Tabel 3.
Terlihat bahwa bakteri dapat tumbuh dengan baik pada
pH 5 dan suhu 30°C. Hal tersebut sesuai dengan
pernyataan Sindhu & Parmar (2013) bahwa pelarutan
K maksimum adalah pada suhu 25°C dan maksimum
pada suhu 30°C. Hal yang sama juga diungkapkan
oleh Saha et al. (2016) bahwa suhu memengaruhi
pertumbuhan bakteri, dan suhu 30°C merupakan
kondisi maksimum untuk pertumbuhan semua galur
BPK. Selain itu, semakin meningkat pH media,
semakin menurun pertumbuhan bakteri dan kelarutan
kalium (Verma et al. 2016; Wang et al. 2020). Kalium
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dalam tanah dapat larut dan diserap oleh tanaman
melalui BPK yang mengeluarkan asam organik dan
menurunkan pH, sehingga berbagai bentuk K dalam
tanah akan larut dan dapat diserap oleh tanaman
(Bagyalakshmi et al. 2017; Khani et al. 2019).

Pada Tabel 3 juga dapat dilihat bahwa isolat BPK
dapat tumbuh dengan sempurna pada kondisi pH 5
dan dalam kondisi lingkungan yang produktivitasnya
tinggi maupun yang rendah. Hal tersebut karena isolat
BPK seperti Bacillus umumnya ditemukan di tanah dan
dapat tumbuh dalam keadaan lingkungan apa pun,
sehingga mampu bersaing dengan organisme lainnya
karena kemampuannya membentuk spora yang

Indeks
kelarutan

G - 3V eP

Gambar 2 Pertumbuhan koloni bakteri pelarut K dikelilingi
zona pelarutan fosfat pada media Alexandrof.
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Gambar 1 Total bakteri pada lokasi sampling.

Tabel 2 Indeks kelarutan kalium dari isolat BPK asal lima lokasi perkebunan nanas

Isolat Indeks kelarutan kalium Isolat Indeks kelarutan kalium
TV1 0,70 RV1 0,60
TV2 0,85 RV2 0,80
TV3 0,65 RV3 0,75
TV4 0,75 RV4 0,75
TV5 0,65 RV5 0,65
Rerata 0,72 Rerata 0,71
TG1 0,90 RG1 1,20
TG2 0,85 RG2 0,90
TG3 0,75 RG3 0,80
TG4 0,70 RG4 0,75
TG5 0,80 RG5 0,85
Rerata 0,80 Rerata 0,90
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Tabel 3 Ciri bakteri berdasarkan uji pH, suhu, dan pengecatan Gram

. pH Suhu (°C)

Nama isolat 5 6 7 30 20 Pengecatan Gram
TV1 +++ + + +++ + )
TV2 +++ ++ - +++ + )
TV3 +++ + + +++ + (+)
TV4 +++ ++ + +++ + )
TV5 +++ ++ - +++ + )
TG1 +++ ++ + +++ + (+)
TG2 +++ + + +++ + )
TG3 +++ + - +++ ++ (+)
TG4 +++ ++ + +++ + )
TG5 +++ ++ + +4++ ++ )
RV1 +++ ++ - +++ ++ )
RVvV2 +++ ++ - +++ + +)
RV3 +++ ++ - +++ + )
RVv4 +++ ++ + +++ ++ (+)
RV5 +++ ++ +++ + +)
RG1 +++ ++ +++ ++ (+)
RG2 +++ ++ +++ ++ +)
RG3 +++ + +++ + )
RG4 +++ ++ +++ + +)
RG5 +++ ++ +++ + ()

Keterangan: + = Tumbuh sedikit, ++ = Tumbuh lebih banyak, memfermentasi sebagian, dan +++ = Tumbuh subur,

memfermentasi sempurna.

sangat tahan dan menghasilkan metabolit yang
memiliki efek antagonis pada mikroorganisme lain
(Kuta 2008: Amin et al. 2015). Jika dilihat dari pohon
filogenetik, isolat yang dimiliki mirip dengan B. subtilis
(Gambar 3). Pohon filogenetik menggambarkan tingkat
kemiripan isolat bakteri yang dimiliki.

Sebagian besar isolate BPK hingga saat ini
termasuk dalam filum Firmicutes yang terdiri atas
bakteri Gram positif, batang bersporulasi, dan
termasuk dalam kelas Bacillus (Zeng et al. 2012). Hal
tersebut juga sejalan dengan temuan Diep & Hieu
(2013) bahwa sebagian BPK didominasi oleh Bacillus.
Hasil penelitan Raji & Thangavelu (2021)
menunjukkan bahwa isolat BPK dengan produksi asam
organik tertinggi ialah B. licheniformis > B.
Cenocepacia > B. Subtilis > B. cereus. B. subtillis
menghasilkan kadar tertinggi asam asetat 7077,90
mg/L dan asam oksalat 2137,69 mg/L. Berhubung
tingginya asam asetat dan oksalat pada B. subitillis,
bakteri tumbuh dengan baik pada media atau tanah
dengan kondisi pH 5. Isolat ini menghasilkan asam
oksalat, benzoat, dan malat dalam jumlah yang
signifikan dalam media kultur. Hal tersebut
menunjukkan bahwa isolat bakteri yang berbeda
menghasilkan jumlah dan kombinasi asam organik
yang berbeda untuk melarutkan satu sumber K (Raji &
Thangavelu 2021).

KESIMPULAN

BPK memiliki total populasi yang berbeda pada
setiap lokasi perkebunan nanas. Ditemukan 20 isolat
BPK yang potensial. Indeks Kelarutan Kalium terendah
dijumpai pada isolat RV1, yaitu 0,6, dan tertinggi pada
isolat RG 1, yaitu 1,2. Hasil isolat BPK bersifat Gram
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B { MK414964.1 Bacillus safensis strain IAE257

oo MK782761.1 Bacillus aerius strain RABS

MG937635.1 Bacillus altitudinis strain SML M49

003 MH788976.1 Bacillus xiamenensis strain CBx LGR21
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Gambar 3 Pohon filogenetik RG1.

positif dan berbentuk batang, pH optimum untuk
pertumbuhan rata-rata pada pH 5 dan suhu optimum
pada 30°C. Setelah dianalisis, 16 s RNA isolat RG1
merupakan B. subtilis.
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