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ABSTRAK

Pemanfaatan mikroba yang bisa meningkatkan pertumbuhan dan hasil kacang tanah sangat penting untuk meningkatkan produksi. Penelitian ini menguji tentang potenis rhizobakteria untuk meningkatkan pertumbuhan dan hasil kacang tanah yang dibudidayakan pada greenhouse.  Lima isolat rizobakteri: FN1, FN2, FL3, FL4, dan FL5 telah diujikan untuk mengetahui kemampuan meningkatkan pertumbuhan, hasil serta kandungan protein kacang tanah. Analisis molekuler berbasis 16S rRNA menunjukkan isolat FNI dan FL5 memiliki 98% kemiripan dengan Kleibsiella pneumonia. Isolat FN2 memiliki 99% kemiripan dengan Kleibsiella variicola, isolat FL3 mirip dengan Proteus mirabilis pada tingkat 100%, dan isolat FL4 memiliki 99% kemiripan dengan Providencia rettgeri. Perlakuan dengan isolat rizobakteria menunjukkan hasil yang signifikan (p<0.05) pada pertumbuhan kacang tanah seperti tinggi tanaman, berat kering brangkas, berat kering akar, kandungan khlorofil daun dan jumlah bintil akar dibandingkan dengan kontrol. Jumlah polong, berat polong per tanaman, kadar air dan kandungan protein pada bibit juga menunjukkan hasil yang lebih tinggi dibanding kontrol. Hal ini menunjukkan rizobakteria potensial dikembangkan untuk meningkatkan pertumbuhan, hasil dan kandungan protein kacang tanah.
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ABSTRACT

In order to increase the Groundnut productivity, it is necessary to find agents that  can  improve  the  growth  and  yield  of  Groundnut.  This  study  was  done  to determine potential use of rhizobacteria to promote the growth and increase the yield of Groundnut under green house experiment. Five isolates of rhizobacteria namely FN1, FN2, FL3, FL4, and FL5 were tested for their effectiveness to promote the growth, increase the yield, and protein content of Groundnut. Moleculer identification based on 16S rRNA gene sequence showed that FN1 and FL5 isolate were similar to Kleibsiella pneumonia with the similarity level at 98%. FN2 isolate was similar to Kleibsiella variicola with the similarity level at 99%, FL3 isolate was similar to Proteus mirabilis with the similarity level at 100%, and FL4 isolate was similar to Providencia rettgeri with the similarity level at 99%. Treatments with isolates of rhizobacteria significantly improved the growth of Groundnut, in which the plant height, the dry weight of shoot, the dry weight of root, content of chlorophyll in the leaf, and the number of nodule significantly (p<0.05) higher on treated plants when compared to control. These treatments were also significantly increased the yield. The number of pod per plant, the weight of pod per plant, water content and content of protein in the seed of treated plants were significantly higher than that of control. These rhizobacteria may be further developed as plant growth promoting agents to increase the yield  and protein content of Groundnut.
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PENDAHULUAN

Kacang tanah (Arachis hypogaea L.) adalah komoditas tanaman pangan sangat penting karena kacang tanah selain dapat dikonsumsi langsung dalam bentuk biji segar, dapat juga digunakan sebagai bahan baku industri berbagai jenis  makanan olahan dan minyak nabati, serta bungkilnya untuk pakan ternak (Samosir et al., 2019. Oleh karena itu, perkembangan industri pangan dan pakan ternak berbahan baku kacang tanah merupakan peluang pasar yang besar bagi pengembangan produksi kacang  tanah.  Salah  satu  usaha  dalam  pengembangan  produksi  tanaman  adalah dengan memanfaatkan rizobakteri. Rizobakteri adalah bakteri yang dapat ditemukan pada rizosfer tanaman, di permukaan akar atau berasosiasi dengan akar berbagai jenis tanaman. 

Beberapa peneliti melaporkan bahwa rizobakteri dapat meningkatkan pertumbuhan dan hasil tanaman. Cassan et al., (2009) melaporkan bahwa Azospirillum brasilense Az39 dapat memacu perkecambahan biji dan pembentukan bintil akar tanaman kacang tanah. Sivasankari et al., (2014) melaporkan bahwa Bacillus cereus dapat meningkatkan panjang tajuk dan akar tanaman Vigna unguiculata, peningkatan panjang tajuk dan akar tanaman V. unguiculata sebesar 23,8% dan 26,5% jika dibandingkan dengan perlakuan 5 ml media tanpa penambahan L- tryptopan. Patten & Glick (2002a) melaporkan bahwa perlakuan Pseudomonas putida GR12-2 wild type yang menghasilkan IAA 14,5 µg ml-1 pada media Tryptic Soy Broth (TSB) dengan penambahan 50 µg ml-1 L- tryptophan dapat meningkatkan jumlah akar tanaman kacang hijau sebesar 198,53% jika dibandingkan dengan kontrol. Tujuan penelitian adalah untuk mengidentifikasi rizobakteri dari rizosfer kacang tanah dan menguji efektivitasnya dalam meningkatkan pertumbuhan, hasil, dan kadar protein biji tanaman kacang tanah.

BAHAN DAN METODE

Identifikasi Rizobakteri

Rizobakteri yang diidentifikasi adalah rizobakteri isolate  FN1, FN2, FL3, FL4, dan FL5. Identifikasi rizobakteri didasarkan pada analisis 16S rRNA. DNA diisolasi menggunakan Genejet. Amplifikasi DNA dilakukan menggunakan 2x Kappa PCR Ready Mix (Kappa Biosystem) dengan spesifikasi spesifik (63F 5'-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3 'dan 1387R 5'-GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3'). Gen 16S rRNA yang diperoleh disekuensing menggunakan sekuen terminator Dye dengan kit penyatuan siklus V.3.1. Urutan dibandingkan dengan database yang tersedia di NCBI menggunakan mesin pencari Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Pohon filogenetik dibuat menggunakan program MEGA versi 6.0, program PAUP versi 4.0b, dan Metode Maxiumum Parsimony.

Pengaruh Rizobakteri terhadap Pertumbuhan, Hasil dan Kadar Protein Biji
Kacang Tanah

Penelitian ini menggunakan rancangan acak kelompok (RAK) dengan enam perlakuan yaitu FN1, FN2, FL3, FL4, FL5 dan KT0 (kontrol).  Setiap perlakuan diulang empat kali, sehingga ada 24 unit percobaan dalam percobaan ini. Setiap unit percobaan terdiri dari 10 tanaman kacang tanah. Aplikasi suspensi rizobakteri dilakukan sekali pada waktu tanam dengan cara merendam benih kacang tanah dengan suspensi rizobakteri dengan kepadatan populasi rizobakteri sebesar 2,5 x 106. Benih kacang tanah pada perlakuan rizobakteri dan kontrol ditanam dalam kantong polietilena berisi 5 kg media pertumbuhan steril per kantong. Sampel untuk analisis parameter pertumbuhan diambil pada 15, 30, 45, 60 hari setelah disemai (DAS) untuk menentukan tinggi tanaman, berat kering tajuk, berat kering akar, dan kandungan klorofil daun.   Kandungan   klorofil   daun (SPAD unit) ditentukan   dengan menggunakan klorofil-meter SPAD-502 (Konica Minolta, Jepang). Pengukuran komponen hasil seperti jumlah polong per tanaman dan jumlah biji per polong. Protein terlarut total diekstraksi menggunakan cold phosphate buffer saline (PBS) pH 7,4 dalam 1 g benih / 10 mL buffer. Homogenat selanjutnya disentrifugasi pada 14.000 rpm selama 30 menit. Jumlah protein dalam supernatan diuji dengan metode mikro pengikat warna dari Bradford, menggunakan reagen Roti-Quant dari Roth (Karlsruhe, Jerman). Total kandungan protein terlarut dinyatakan sebagai mg bovine serum albumin (BSA) per g biji kacang tanah. Data dianalisis menggunakan SAS versi 6.12 (SAS Institute, Gary, NC, USA).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi Rizobakteri
Hasil amplifikasi gen 16S rRNA menunjukkan bahwa fragmen DNA berukuran 1500 bp seperti terlihat pada elektroforegram (Gambar 5.3). Hasil identifikasi menunjukkan bahwa rizobakteri isolat FN1 dan FL5 homolog dengan Kleibsiella pneumonia dengan tingkat homologi sebesar 98%. Rizobakteri isolat FN2 homolog dengan Kleibsiella variicola dengan tingkat homologi sebesar 99%, rizobakteri isolat FL3 homolog dengan Proteus mirabilis dengan tingkat homologi sebesar 100%, dan rizobakteri isolat FL4 homolog dengan Providencia rettgeri dengan tingkat homologi sebesar 99% (Gambar 1).
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Gambar 1. Amplikon gen 16S rRNA 5 isolat rizobakteri. M. 1 Kb DNA marker, 1.   FN1, 2. FN2, 3. FL3 , 4. FL4, 5. FL5


Hasil analisis pohon filogeni menggunakan metode Maximum Parsimony dengan 1.000 kali ulangan Bootstrap menunjukkan bahwa rizobakteri isolat FN1 dan FL5 adalah K. pneumonia karena satu klade dengan sekuen K. pneumonia strain K1 dengan accession number KR905685.1, K. pneumonia strain VRBG77 dengan accession number KR265470.1, K. pneumonia strain VRBG57 dengan accession number KR265450.1, K. pneumonia strain R2-4A dengan accession number HQ154554.1, K. pneumonia strain B2 dengan accession number KR824099.1 yang ada di Genbank database dengan dukungan 100% Bootstrap Support (BS) (Gambar 2). Sedangkan rizobakteri isolat FN2 adalah K. variicola karena satu klade dengan sekuen K. variicola strain ICBR183 dengan accession number KR558704.1, K. variicola strain XF13 dengan accession number KR558704.1, K.  variicola strain XF13 dengan accession number KC853306.1, K. variicola strain JM13 dengan accession number KC853295.1 yang ada di Genbank database dengan dukungan 100% BS. Rizobakteri isolat FL3 adalah P.  mirabilis karena satu klade dengan sekuen P. mirabilis strain C27DMVR dengan accession number KR140188.1, P. mirabilis strain 2115 dengan accession number JF947362.1, P. mirabilis strain AUBPM60 dengan accession number KC253266.1 yang ada di Genbank database dengan dukungan 100% BS. Rizobakteri isolat FL4 adalah P. rettgeri karena satu klade dengan sekuen P. rettgeri strain MSS2 dengan accession number KF923809.1, P. rettgeri strain 16S dengan accession number GU457413.1, dan P. rettgeri strain AUSMS23 dengan accession number KR019367.1 yang ada di Genbank database dengan dukungan 100% BS.


[image: ]
Gambar 2. Pohon Filogeni berdasarkan metode Maximum Parsimony  yang menunjukkan hubungan kekerabatan antara 5 isolat rizobakteri dengan bakteri yang ada di Genbank Database. Nilai bootstrap (%) didasarkan pada 1.000 ulangan.



Efektivitas Rizobakteri dalam Meningkatkan Pertumbuhan, Hasil dan Kadar Protein Biji Kacang Tanah

Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan 5 rizobakteri secara nyata (P<0,05) meningkatkan parameter pertumbuhan seperti tinggi tanaman, diameter batang, kadar klorofil daun, jumlah bintil akar, dan bobot kering akar dan tajuk (Tabel 1). Perlakuan rizobakteri meningkatkan tinggi tanaman berkisar antara 13,78% sampai 22,54% jika dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan FN1 meningkatkan tinggi tanaman sebesar 13,78%%, perlakuan FL3 sebesar 14,11%, perlakuan FL5 sebesar 15,01%, perlakuan FN2 sebesar 16,09%, dan perlakuan FL4 sebesar 22,54% jika dibandingkan dengan kontrol. Sejalan dengan hasil penelitian Baig et al., (2002) bahwa perlakuan rizobakteri Pseudomonas fluorescens mampu meningkatkan tinggi tanaman kacang tanah sebesar 38,25% jika dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan rizobakteri meningkatkan kadar klorofil daun berkisar antara 26,35% sampai 32,29% jika dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan FN1 meningkatkan kadar klorofil daun sebesar 32,29%%, perlakuan FL3 sebesar 28,68%, perlakuan FL5 sebesar 26,35%, perlakuan   FN2   sebesar   28,42%,   dan   perlakuan   FL4   sebesar   29,45%   jika dibandingkan dengan kontrol. Sejalan dengan hasil penelitian Khalimi et al., (2017) melaporkan bahwa rizobakteri Stenotrophomonas maltophilia Sg3 mampu meningkatkan kadar klorofil daun tanaman kedelai edamame sebesar 21,26% jika dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan rizobakteri meningkatkan jumlah bintil akar berkisar antara 38,09% sampai 90,47% jika dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan FN1 meningkatkan jumlah bintil akar sebesar 38,09%, perlakuan FL3 sebesar 66,67%, perlakuan FL5 sebesar 42,85%, perlakuan FN2 sebesar 61,90%, dan perlakuan FL4 sebesar 90,47% jika dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan rizobakteri meningkatkan bobot kering akar berkisar antara 27,48% sampai 38,01% jika dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan FN1 meningkatkan bobot kering akar sebesar 27,48%, perlakuan FL3 sebesar 30,40%, perlakuan FL5 sebesar 29,82%, perlakuan   FN2   sebesar   32,16%, dan   perlakuan   FL4   sebesar   38,01%   jika dibandingkan dengan kontrol. Sejalan dengan hasil penelitian Sharma et al. (2016) melaporkan bahwa rizobakteri isolat MBE02 mampu meningkatkan bobot kering akar sebesar 64,17% jika dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan rizobakteri meningkatkan bobot kering tajuk berkisar antara 11,30% sampai 34,93% jika dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan FN1 meningkatkan bobot kering tajuk sebesar 18,49%, perlakuan FL3 sebesar 24,31%, perlakuan FL5 sebesar 11,30%, perlakuan   FN2   sebesar   29,79%, dan   perlakuan   FL4   sebesar   34,93%   jika dibandingkan dengan kontrol. Sejalan dengan hasil penelitian Bouhraoua et al. (2015) melaporkan bahwa inokulasi rizobakteri isolat GP70 mampu meningkatkan bobot kering tajuk sebesar 97,10% jika dibandingkan dengan kontrol.









Tabel 1. Efektivitas rizobakteri dalam meningkatkan parameter pertumbuhan kacang tanah
	Perlakuan
	Tinggi tanaman (cm)
	Kadar klorofil (SPAD unit)
	Jumlah bintil akar
	Bobot kering akar
	Bobot kering tajuk

	       (g)              (g) 	

	KT0
	30,25 c
	38,7 a
	21 a
	1,71 a
	14,60 a

	FN1
	34,42 b*
	51,2 b
	29 b
	2,18 b
	17,30 b

	FN2
	35,12 ab
	49,7 b
	34 c
	2,26 b
	18,95 c

	FL3
	34,52 b
	49,8 b
	35 c
	2,23 b
	18,15 c

	FL4
	37,07 a
	50,1 b
	40 d
	2,36 b
	19,70 c

	FL5
	34,82 b
	48,9 b
	30 b
	2,22 a
	16,25 b


* Nilai pada kolom yang sama diikuti dengan huruf yang sama tidak berbeda nyata (p>0,05) menurut Uji Jarak Berganda Duncan pada taraf 5%.


Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan 5 rizobakteri secara nyata (P<0,05) meningkatkan komponen hasil seperti jumlah polong per tanaman, bobot polong per tanaman, kadar air biji, dan kadar protein biji (Tabel 2). Perlakuan rizobakteri meningkatkan jumlah polong berkisar antara 2,36% sampai 25,00% jika dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan FN1 meningkatkan jumlah polong sebesar 5,54%, perlakuan FL3 sebesar 22,07%, perlakuan FL5 sebesar 2,36%, perlakuan FN2 sebesar 14,61%, dan perlakuan FL4 sebesar 25,00% jika dibandingkandengan kontrol.  Sejalan dengan hasil penelitian Halimursyadah et al., (2018) melaporkan bahwa perlakuan rizobakteri Pseudomonas capacia dapat meningkatkan jumlah polong per tanaman kedelai dengan peningkatan sebesar 35,95% jika dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan rizobakteri meningkatkan bobot polong per tanaman berkisar antara 9,39% sampai 16,71% jika dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan FN1 meningkatkan bobot polong per tanaman sebesar 12,21%, perlakuan FL3 sebesar 16,28%, perlakuan FL5 sebesar 9,39%, perlakuan FN2 sebesar 11,19%, dan perlakuan FL4 sebesar 16,71% jika dibandingkan dengan kontrol. Sejalan dengan hasil penelitian Marom et al., (2017) bahwa perlakuan suspensi rizobakteri pada konsentrasi 12,5 ml/l dapat meningkatkan bobot basah polong per tanaman kacang tanah   dengan   peningkatan   sebesar   8,95%   jika   dibandingkan   dengan   kontrol.
Perlakuan rizobakteri meningkatkan kadar air biji berkisar antara 2,03% sampai 3,44% jika dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan FN1 meningkatkan kadar air biji sebesar 2,18%, perlakuan FL3 sebesar 3,44%, perlakuan FL5 sebesar 2,43%, perlakuan FN2 sebesar 2,72%, dan perlakuan FL4 sebesar 2,03% jika dibandingkan dengan kontrol. Sejalan dengan hasil penelitian Hafri et al. (2020) bahwa perlakuan rizobakteri Bp. 25.2 Bacillus methylotrophicu dapat meningkatkan kandungan air dalam umbi bawang merah sebesar 32,12% jika dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan rizobakteri meningkatkan kadar protein berkisar antara 12,38% sampai 32,36% jika dibandingkan dengan kontrol.  Perlakuan FN1 meningkatkan kadar protein biji sebesar 17,26%, perlakuan FL3 sebesar 32,36%, perlakuan FL5 sebesar 12,38%, perlakuan FN2 sebesar 23,41%, dan perlakuan FL4 sebesar 25,22% jika dibandingkan dengan kontrol.





Tabel 2. Efektivitas rizobakteri dalam meningkatkan hasil dan kadar protein biji kacang tanah

	Perlakuan
	Jumlah polong per tanaman (buah)

	Bobot polong per tanaman
	Kadar air biji
(%)
	Kadar protein biji (%)

	KT0
	52.51 a
	25.55 a
	
	64,99 a
	
	11.06 a

	FN1
	55.42 b*
	28.67 b
	
	66,41 b
	
	12.97 b

	FN2
	60.18 b
	28.41 b
	
	66,76 b
	
	13.65 c

	FL3
	64.10 c
	29.71 c
	
	67,23 b
	
	14.64 d

	FL4
	65.64 c
	29.82 c
	
	66,31 b
	
	13.85 c

	FL5
	53.75 a
	27.95 b
	
	66,57 b
	
	12.43 b


* Nilai pada kolom yang sama diikuti dengan huruf yang sama tidak berbeda nyata (p>0,05) menurut Uji Jarak Berganda Duncan pada taraf 5%.


Saat ini belum ada standar untuk mengukur suatu aktivitas biologis. Namun demikian suatu usaha dikatakan efektif jika tujuan yang diharapkan tersebut tercapai dengan baik. Kata efektif merupakan kata serapan dari bahasa Inggris yaitu effective yang berarti berhasil atau sesuatu yang dilakukan berhasil dengan baik. Berdasarkan teori tersebut dan data hasil penelitian ini menunjukkan bahwa rizobakteri K. pneumonia FN1, K. variicola FN2, P. mirabilis FL3, P. rettgeri FL4, K. pneumonia FL5 efektif dalam meningkatkan pertumbuhan, hasil, dan kadar protein biji tanaman kacang tanah.

SIMPULAN

[bookmark: _GoBack]Hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa rizobakteri isolat FN1 dan FL5 adalah K. pneumonia sedangkan isolat FN2 adalah K. variicola, isolat FL3 adalah P. mirabilis, dan isolat FL4 adalah P. rettgeri. Perlakuan 5 rizobakteri efektif dalam meningkatkan pertumbuhan, hasil dan kadar protein biji tanaman kacang tanah.
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