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Abstract: In the context of biopesticide development, siderophore-producing 

rhizosphere bacteria play an important role as potential biological control 

agents. Siderophores are complex organic compounds produced by 

microorganisms to bind and take up iron ions (Fe3+) from the surrounding 

environment. This compound is very important because iron is a nutrient 

necessary for life for many microorganisms and plants. The aim of this research 

was to determine the type and ability of bacteria in the rhizosphere of Brotowali 

(Tinospora crispa) to produce siderophores. The method used in this research 

is an exploratory descriptive type. The isolation results obtained from the North 

Lombok area obtained 5 samples with codes B4A1, B6A1, BT61, BT63 and 

BT83. The results of the bacterial isolate potency test with Media Kings 

showed that only isolate BT63 showed clear fluorescence when exposed to 

ultraviolet light. Meanwhile, the Arnow's Assay test showed that only BT63 

colonies experienced a color change to pink. The results of the molecular 

identification of the potential bacteria, namely BT63, using the BLAST method 

using the GenBank data base at NCBI, show that it is closely related to the 

species Bacillus thuringiensis strain FDAARGOS 791. The results above show 

that the rhizobacteria isolated from Brotowali have the potential to be 

developed as a natural biopesticide that can be applied in the future. 
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Pendahuluan 

 

Konteks pengembangan biopestisida, 

bakteri rizosfer yang mampu menghasilkan 

siderofor memegang peran penting sebagai agen 

pengendalian hayati yang potensial. Siderofor 

sebagai senyawa yang mampu membentuk 

kompleks dengan logam besi, tidak hanya 

mendukung pertumbuhan tanaman dengan 

meningkatkan ketersediaan besi, tetapi juga 

dapat berperan sebagai kunci dalam 

pengendalian organisme patogen tanaman 

(Marten, 2018). Bakteri rizosfer penghasil 

siderofor dapat secara selektif bersaing dengan 

patogen untuk sumber daya besi, menghambat 

pertumbuhan patogen, dan pada saat yang sama, 

memperkuat pertahanan tanaman melalui 

interaksi yang kompleks (Amaria et al., 2019). 

Oleh karena itu, penelitian terhadap bakteri 

rizosfer sebagai sumber biopestisida berbasis 

siderofor menjadi relevan dalam upaya 

mengembangkan alternatif ramah lingkungan 

dan berkelanjutan untuk mengendalikan hama 

tanaman, dengan potensi memberikan solusi 

inovatif dalam pertanian modern yang semakin 

mengedepankan keberlanjutan dan minim 

penggunaan pestisida kimia. 

Biopestisida merupakan agen 

pengendalian hama atau organisme yang 

digunakan untuk mengendalikan populasi hama 

atau penyakit tanaman secara alami (Sutriadi et 

al., 2019). Berbeda dengan pestisida kimia yang 

dibuat dari bahan-bahan sintetis, biopestisida 

terbuat dari bahan-bahan alami seperti bakteri, 
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virus, jamur, atau bahan organik lainnya (Ula & 

Mizani, 2022). Biopestisida bekerja dengan 

berbagai cara, misalnya dengan menginfeksi 

hama atau penyakit tanaman tertentu, 

mempengaruhi siklus hidup hama, atau 

mengganggu sistem fisiologis mereka (Indiati & 

Marwoto, 2017). Keuntungan utama dari 

biopestisida adalah bahwa mereka cenderung 

lebih ramah lingkungan dan memiliki dampak 

yang lebih sedikit pada organisme non-target 

dibandingkan pestisida kimia (Anindita et al., 

2023). Meskipun demikian, penggunaan 

biopestisida juga memiliki batasan. Kehati-

hatian tetap diperlukan dalam penerapannya 

karena efektivitasnya bisa dipengaruhi oleh 

kondisi lingkungan tertentu, seperti suhu atau 

kelembaban. 

Rizobakteria yang hidup di tanaman 

seperti brotowali telah diidentifikasi memiliki 

kemampuan untuk menghasilkan siderofor. 

Brotowali (Tinospora crispa) adalah tumbuhan 

merambat yang berasal dari berbagai wilayah 

tropis, termasuk Asia Tenggara dan Indonesia 

(Fitriah, 2015). Tanaman brotowali memiliki 

kemampuan adaptasi pada lahan kering 

dikarenakan memiliki sistem perakaran yang 

kuat (Primandra, 2020). Akar-akarnya 

merespons dengan cepat terhadap air yang 

tersedia dalam tanah, membantu tumbuhan ini 

mengatasi kekurangan air dengan efisien. Selain 

itu, daun-daun Brotowali memiliki struktur 

khusus yang membantu mengurangi penguapan 

air melalui proses transpirasi. Ini membantu 

menjaga keseimbangan air dalam tumbuhan dan 

meminimalkan kehilangan air berlebih saat 

tumbuhan berada di lingkungan kering. Dengan 

demikian, rizobakteria yang hidup di rizosfer 

brotowali dan mampu memproduksi siderofor 

dapat memberikan manfaat dalam meningkatkan 

keseimbangan nutrisi, khususnya dalam hal 

kebutuhan besi (Agustin et al., 20121). Dalam 

ekosistem tanah, interaksi antara tanaman dan 

mikroorganisme sering kali memiliki dampak 

yang signifikan pada kesehatan dan pertumbuhan 

tanaman. 

Beberapa jenis spesies rizobakteria yang 

ditemukan memiliki peran sebagai penghasil 

siderofor yaitu Pseudomonas sp. Sejumlah 

spesies dari genus Pseudomonas, seperti 

Pseudomonas fluorescens dan Pseudomonas 

aeruginosa, terkenal dengan kemampuannya 

dalam memproduksi siderofor (Sondang et al., 

2018). Mereka sering ditemukan di rizosfer 

berbagai tanaman dan dapat berkontribusi pada 

ketersediaan besi bagi tanaman inang mereka. 

Kemudian bakteri Bacillus sp. Bakteri seperti 

Bacillus subtilis dan Bacillus cereus dapat 

berperan dalam meningkatkan ketersediaan besi 

bagi tanaman yang tumbuh di lingkungan tempat 

mereka hidup (Pour et al., 2022). Spesies bakteri 

Azotobacter sp juga diketahui memiliki 

kemampuan untuk memproduksi siderofor 

(Zulaika et al., 2017). Oleh sebab itu, 

penggunaan rizobakteria dari tanaman brotowali 

ini diharapkan mampu sebagai kandidat 

biopestisida dalam mengendalikan populasi 

hama atau penyakit tanaman secara alami 

khususnya di daerah Lombok. 

 

Bahan dan Metode 

 

Bahan penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini 

diantaranya alkohol 70%, Natrium Hipoklorit 

(NaOCI) 4%, aquades, tisu, Nutrien Agar 

(NA), Trypticase Soy Agar (TSA), garam 

fisiologis (NaCl, 0,9 %) yang telah di sterilkan 

terlebih dahulu, larutan kristal violet, lugol, 

alkohol 70% dan larutan safranin. Protease 

Pepton sebanyak 10 g. K₂HPO, 0,75 g/l, 

M.SO 7H₂O 0,75 g/l, Agar 7,5 g. dan gliserol 

7,5 ml. 500 ml aquades. FeCl3 2%. Bahan 

ekstraksi DNA adalah DNAzol 200 μl, etanol 

100% 100 μl, etanol          80% 200 μl, Aquades 40μ. 

Primer 1: 63 f (5’- CAG GCCCTAA CACATG 

CAA GTC-3’) 1 μl, primer 2: 1387r (5’- GGG 

CGG CGT GTA CAAGGC-3’) 1 μl, PCR Master 

Mix Solution (2x) 10 μl, template DNA 1-2 μl, 

aquades 17 μl. PCR 4 μl, Loading buffer 

(Bromphenol-blue dan Cyline Cyanol), gel 

agarosa 2% 0,5 gram, buffer TBE (Tris Borat 

EDTA) 50 ml, Ethidium Bromide (EtBr) 4μl, 

Marker 100 bp DNA Ladder (Invitrogen). 

 

Pengambilan sampel tanah 

Sampel tanah sebanyak 100 gram di ambil 

pada kedalaman 15-30 cm dengan 3 kali ulangan 

dan dijadikan satu untuk setiap lokasi. Caranya 

adalah tanah sekitar akar di gali  dan akar dicabut 

pelan-pelan dan bongkahan tanah yang masih 

melekat dibuang dengan cara digoyang. 

Selanjutnya tanah yang melekat pada akar sapu 

dengan sikat dan dikoleksi sebagai sampel tanah 
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rizosfer (Zhu, et al., 2017). Sampel terkandung 

dimasukkan dalam kantong plastik dan disimpan 

pada ice box (4oC) untuk kemudian dibawa ke 

laboratorium. 

 

Isolasi bakteri dari rizosfer tanaman 

Brotowali 

Total bakteri diisolasi dari sampel rizosfer 

tanah menggunakan teknik pengenceran serial 

dengan NA (Nutrient Agar) sebagai medianya. 

Kemudian diinkubasi pada suhu 30oC selama 24-

120 jam. Koloni bakteri yang tumbuh pada 

medium adalah total populasi bakteri. 

 

Identifikasi dan karakterisasi bakteri 

Pengamatan morfologi 

Variabel yang diobservasi dalam 

penelitian ini melibatkan jumlah isolat yang 

terdeteksi, morfologi koloni bakteri, 

karakteristik tepi koloni bakteri, bentuk elevasi 

koloni, dan warna koloni bakteri (Lennin & 

Yekki, 2011). 

 

Pengecatan gram 

Aquades diaplikasikan pada kaca objek 

setelah meneteskan 1 ose biakan sampel. 

Selanjutnya, dilakukan fiksasi di atas api. Proses 

selanjutnya melibatkan pewarnaan dengan kristal 

violet selama 1 menit, diikuti pencucian 

menggunakan air mengalir. Setelah itu, 

dilakukan pewarnaan dengan lugol selama satu 

menit, diikuti kembali oleh pencucian dengan air 

mengalir. Tahap berikutnya melibatkan 

penambahan alkohol 96% selama 30 detik, 

dilanjutkan dengan pencucian menggunakan air 

mengalir. Selanjutnya, dilakukan penambahan 

safranin selama 1 menit, dan kembali dicuci 

dengan air mengalir. Sampel kemudian 

dikeringkan dengan kertas serap, diikuti dengan 

penambahan minyak emersi dan pengamatan di 

bawah mikroskop. Jika hasil pewarnaan 

menunjukkan bakteri berwarna merah, itu 

menandakan bahwa bakteri tersebut adalah gram 

negatif. Sebaliknya, jika bakteri berwarna ungu, 

maka bakteri tersebut termasuk dalam kategori 

gram positif (Lennin & Yekki, 2011). 

 

Identifikasi molekuler 

1) Ekstrak DNA.  

DNA diekstraksi, langkah-langkah 

mengikuti prosedur Kit DNA-Zol. Setelah 

sentrifugasi menghasilkan pelet, pelet tersebut 

dikeringkan pada suhu kamar. Selanjutnya, 

ditambahkan aquades sebanyak 50 μl ke pelet 

dan disimpan pada suhu -20 °C hingga digunakan 

nanti. 

2) Amplifikasi gen 16S-rRNA dengan PCR.  

Primer universal 16S-rRNA yang 

digunakan adalah primer 63f (5’-CAG GCCTAA 

CACATG CAA GTC- 3’) dan 1387r (5’-GGG 

CGG CGT GTA CAAGGC-3’) (Marchesi et al., 

1998). Proses PCR dilakukan dengan 

menambahkan 2x PCR master mix solution 

sebanyak 10 μl, template DNA sebanyak 1 μl, 

primer 63f sebanyak 1 μl, primer 1387r sebanyak 

1 μl, dan aquades sebanyak 17 μl ke dalam 

tabung PCR. Selanjutnya, tabung PCR 

ditempatkan dalam mesin PCR (bio red), dan 

amplifikasi DNA dilakukan menggunakan alat 

my cycler (bio red). 

Kondisi awal (pre) PCR diatur pada suhu 

94 oC selama 5 menit, diikuti dengan 35 siklus 

PCR. Setiap siklus terdiri dari denaturasi pada 

suhu 94 oC selama 30 detik, penempatan primer 

(annealing) pada suhu 50 oC selama 30 detik, dan 

ekstensi pada suhu 72 oC selama 45 detik. Setelah 

menyelesaikan 35 siklus, dilakukan tahap post 

PCR pada suhu 72 oC selama 5 menit, dan 

hasilnya disimpan pada suhu 20 oC (Aris et al, 

2013).  

3) Elektroforesis.  

Tahap elektroforesis, 4 μl produk PCR 

ditempatkan dalam gel agarose 2% yang sudah 

diisi dengan buffer TBE (0,5 TBE) dan 4 μl EtBr. 

Elektroforesis dilakukan dengan menetapkan 

tegangan 100 V dan arus sebesar 400 A selama 

30 menit. Sebagai marker, digunakan 100 bp 

DNA ladder. Hasil elektroforesis 

divisualisasikan di bawah sinar ultraviolet dan 

difoto menggunakan Gel Doc. 

4) Sekuensing produk PCR.  

Produk PCR yang berhasil dihasilkan 

kemudian dijalani proses sekuensing. 

 

Uji kemampuan isolat bakteri penghasil 

siderofor 

a. Uji Media King’s 

Estimasi kualitatif siderofor, biakan isolat 

yang tumbuh aktif diinokulasi ke media King's B. 

Dengan metode goresan dan diinkubasi selama 2 

hari setelah itu dipilih yang berwarna hijau terang 

atau hijau kebiruan yang berpendar di bawah 

lampu UV (265nm). Selanjutnya bakteri yang 

terdeteksi mengandung senyawa siderofor. 
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b. Uji Arnow's assay 

Isolat bakteri yang berumur 24 jam diambil 

menggunakan jarum ose lalu diinokulasi pada 

media cair Nutrient Broth (NB) steril. 

Selanjutnya dishaker selama 2 hari. Setelah 2 

hari, dilakukan sentrifugasi untuk memisahkan 

sel bakteri dengan supernatan pada kecepatan 

5000 rpm selama 25 menit. Evaluasi kemampuan 

isolat dalam memproduksi siderofor tipe 

katekolat dengan cara 0,5 ml isolat dimasukkan 

kedalam tabung reaksi lalu ditambahkan dengan 

0,5 ml HCI tambahkan dengan 0,5 ml Nitrit lalu 

tambahkan dengan 0,5 ml NaoH. Jika terjadi 

perubahan warna menjadi merah muda, maka 

isolat bakteri yang diperoleh dapat menghasilkan 

siderofor tipe katekolat.  

 

Hasil dan Pembahasan 

 

Hasil isolasi dan morfologi bakteri rizosfer 

Brotowali (Tinospora crispa) 

Hasil isolasi yang dilakukan pada rizosfer 

tanaman brotowali, didapatkan 5 isolat bakteri 

dengan kode B4A1, B6A1, BT61, BT63 dan 

BT83. 

 

Morfologi koloni hasil isolasi bakteri rizosfer 

Brotowali (Tinospora crispa) 

Hasil isolasi bakteri rizosfer brotowali, 

menujukkan adanya keberagaman pada 

morfologi koloni bakteri yang tumbuh. 

Keberagaman morfologi koloni bakteri yang 

tumbuh dari hasil isolasi rizosfer brotowali bisa 

menjadi indikasi adanya beragam spesies bakteri 

yang hidup di sekitar akar tanaman tersebut. 

Hasil identifikasi morfologi koloni bakteri dapat 

dilihat pada Tabel 1.  

 
Tabel 1. Morfologi koloni bakteri rizosfer Brotowali 

 

Kode 

Isolat 

Morfologi koloni 

Bentuk Tepi Elevasi Warna 

B4A1 Circular Entire Timbul Kuning 

B6A1 Irreguler Lobate Timbul Putih 

BT 61 Irreguler Undulate Timbul Putih 

BT63 Circular Lobate Timbul Putih 

BT83 Irreguler Undulate Timbul Putih 

 

Isolat B4A1 memiliki bentuk circular, 

tepian berbentuk entire dan pada bagian elevasi 

terlihat timbul, sedangkan untuk warna koloni 

terlihat kuning. Selanjutnya pada isolat dengan 

kode B6A1, memiliki bentuk ireguler, tepian 

lobate, elevasi terlihat timbul dan warna koloni 

putih. Selanjutnya untuk koloni dengan kode 

BT61 memiliki bentuk irregular, tepian undulate 

dengan bentuk elevasi timbul sedangkan warna 

koloni yang Nampak terlihat putih. Koloni 

dengan kode BT63 menunjukkan bentuk 

circular, dengan tepian lobate, dan untuk elevasi 

koloni memiliki bentuk timbul, sedangkan untuk 

warna koloni yang terlihat putih. Yang terakhir 

untuk koloni dengan kode BT83 memiliki bentuk 

irregular, dengan bentuk tepian undulate, 

sedangkan untuk elevasi terlihat timbul dan 

warna terlihat putih. 

 

Hasil identifikasi gen 16S rRNA 

Spesies bakteri yang ditemukan di rizosfer 

tanaman Brotowali (Tinospora crispa L) 

diidentifikasi melalui penggunaan teknik PCR 

(Polymerase Chain Reaction) dengan primer 

universal 63f dan 1387r pada dua sampel yang 

memiliki potensi yang di peroleh dari isolasi, 

yaitu BT63. Setelah proses amplifikasi, 

dilanjutkan dengan elektroforesis menggunakan 

tegangan 100 volt dan kuat arus 400 A. Hasil uji 

menunjukkan adanya pita DNA yang menyandi 

gen 16S rRNA dengan ukuran sekitar ± 1500 bp 

(lihat Gambar 1). Perbandingan dengan DNA 

Marker (100 bp DNA ladder) dilakukan untuk 

mengonfirmasi hasil tersebut. 

                       M      BT63 

 
Gambar 1. Elektroforesis pada gel agarose hasil 

PCR menggunakan primer universal 63f dan 1387r 

dengan hasil amplifikasi sampel BT63 sebesar 1223 

bp. 

 

Potensi isolat penghasil siderofor 

Uji Media King’s 

Penelitian ini melibatkan analisis siderofor 

pada beberapa koloni mikroorganisme yang 

diidentifikasi dengan kode B4A1, B6A1, BT 61, 

BT63, dan BT83. Pada tahap evaluasi 

1223 bp 
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menggunakan teknik goresan dengan 

menggunakan media King’s dan setelah diamati 

di bawah sinar ultraviolet, terlihat bahwa koloni 

dengan kode B4A1, B6A1, BT61, dan BT83 

tidak menunjukkan fluoresensi. Hasil ini 

menyarankan bahwa mikroorganisme dalam 

koloni-koloni tersebut mungkin tidak memiliki 

kemampuan untuk menghasilkan siderofor, atau 

produksinya mungkin sangat rendah. Sebaliknya, 

koloni kode BT63 menunjukkan fluoresensi yang 

jelas saat terkena sinar ultraviolet. Ini 

menunjukkan adanya aktivitas siderofor pada 

mikroorganisme dalam koloni BT63. Adanya 

fluoresensi, dapat disimpulkan isolat kode BT63 

mampu menghasilkan senyawa siderofor. Untuk 

lebih jelasnya hasil uji Isolat bakteri dapat di lihat 

perbandingannya pada gambar 2. 
 

 
Gambar 2. Uji kemampuan bakteri rizosfer 

brotowali sebagai penghasil Siderofor (A) dan tidak 

menghasilkan siderofor (B) 

 

Teknik Arnow’s Assay 

Hasil penelitian menyoroti penggunaan 

metode Arnow's assay sebagai pendekatan untuk 

memeriksa kemampuan isolat bakteri dalam 

menghasilkan siderofor. Siderofor merupakan 

senyawa organik berperan penting dalam 

kelangsungan hidup bakteri, khususnya dalam 

mengakses dan mengelola zat besi. Isolat B4A1, 

B6A1, BT61, BT63, dan BT83 diuji 

menggunakan metode tersebut. Perubahan warna 

sampel dapat dilihat pada gambar 3. 

 

 
Gambar 3. Perubahan warna sampel dalam 

menghasilkan siderofor tipe katekolat (Kode isolate: 

B4A1; B4A1; B6A1; BT61; BT63 dan BT83) 

Hasil menunjukkan bahwa hanya koloni 

BT63 yang mengalami perubahan warna menjadi 

merah muda. Temuan ini memperkuat hasil uji 

goresan sebelumnya, yang juga menunjukkan 

bahwa koloni BT63 memiliki kemampuan untuk 

menghasilkan siderofor tipe katekolat. Dengan 

demikian, dapat diambil kesimpulan bahwa 

isolat tersebut memiliki potensi untuk efektif 

dalam mobilisasi dan pemanfaatan zat besi dalam 

lingkungan pertumbuhannya. Selain itu, peran 

bakteri dalam proses ketersediaan zat besi. 

Dengan adanya bakteri yang mampu 

menghasilkan siderofor, dapat diantisipasi bahwa 

mereka memiliki keunggulan kompetitif dalam 

bersaing untuk mendapatkan zat besi, yang 

merupakan nutrien esensial bagi pertumbuhan 

mikroorganisme. Ini mengindikasikan potensi 

isolat BT63 dalam meningkatkan daya saingnya 

dalam lingkungan yang mungkin keterbatasan 

zat besi. 

 

Pembahasan 

  

Isolasi bakteri rizosfer tanaman Brotowali 

(Tinospora crispa) 

Tinospora crispa atau tanaman Brotowali 

merupakan jenis tanaman yang banyak 

ditemukan di Indonesia, khususnya di daerah 

pulau Lombok, ditanam sebagai tanaman obat 

dan tubuh liar pada daerah tropis dan beriklim 

kering kering terutama di wilayah Lombok 

Utara. Bakteri rizosfer merupakan jenis bakteri 

yang tumbuh di sekitar perakaran tanaman dan 

jumlahnya hampir 70% sel populasi bakteri 

(Saeed et al., 2021). Keberadaannya jika 

dibandingkan dengan yang berada di dalam 

tanaman (endofit) jauh lebih banyak (Zulkifli et 

al., 2016). Hubungan simbiosis mutualisme 

antara tanaman dengan bakteri, dimana bakteri 

mendapatkan nutrisi dari hasil metabolisme 

tanaman dan begitu juga sebaliknya, tanaman 

mendapatkan keuntungan dari kemampuan 

bakteri dalam memanfaatkan unsur hara yang 

berada di sekitar perakaran tanaman 

mengubahnya kedalam bentuk yang lebih 

sederhana sehingga tanaman mampu 

memanfaatkannya untuk pertumbuhan dan 

perkembangannya (Zulkifli et al., 2018). 

Bakteri yang di isolasi dari tanaman 

Brotowali (Tinospora crispa), memiliki karakter 

yang berbeda, diantaranya memiliki kemampuan 

dalam menghasilkan IAA, melarutkan fosfat dan 
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menghasilkan siderofor, dimana unsur-unsur 

tersebut adalah merupakan unsur yang sangat 

penting untuk kelangsungan hidup tanaman 

(Prihatiningsih et al., 2017). Isolasi pada 

berbagai jenis tanaman banyak dilakukan untuk 

membuktikan peran bakteri rizosfer dalam 

bersimbiosis dengan tanaman. Proses isolasi 

pada rizosfer merupakan langkah awal untuk 

memperoleh isolat murni, yang kemudian dapat 

di lanjutkan melakukan uji kemampuan secara 

spesifik pada isolat yang di peroleh. Dalam 

isolasi yang dilakukan pada rizosfer tanaman 

Brotowali (Tinospora crispa) diperoleh 5 isolat 

dimana ke 5 isolat mampu sebagai penghasil IAA 

dan sebagai pelarut fosfat, sedangkan 1 isolat 

mampu sebagai penghasil siderofor. 

 

Morfologi koloni dan sel bakteri rizosfer 

tanaman Brotowali (Tinospora crispa) 

Hasil isolasi bakteri rizosfer dari tanaman 

Brotowali, diperoleh sebanyak 5 isolat memiliki 

keragaman baik dari bentuk sel, ukuran, tepian, 

bentuk koloni, elevasi, dan pigmen. Pada 

umumnya koloni bakteri memiliki bentuk 

rhizoid, circular, irregular, filamentous. Elevasi 

crateriform, convex, flat, umbonate, raised. 

Tepian memiliki bentuk curled, labote, entire, 

undulate, dan filifom (Tri  & Setiawan, 2021). 

Perbedaan morfologi koloni pada bakteri rizosfer 

ini disebabkan karena beberapa faktor seperti 

jenis bakteri (Nuraini et al., 2020), setiap spesies 

bakteri memiliki pola pertumbuhan dan 

pembentukan koloni yang unik. Faktor genetik 

dari bakteri tersebut dapat memengaruhi 

morfologi koloni yang dihasilkan. 

Substrat dan lingkungan (Amir, 2020), 

komposisi kimia dari lingkungan rizosfer, 

termasuk nutrisi, kelembaban, pH tanah, dan 

faktor lingkungan lainnya, dapat mempengaruhi 

cara bakteri tumbuh dan membentuk koloni. 

Interaksi dengan tumbuhan (Widyati, 2017), 

kolonisasi bakteri di rizosfer bisa dipengaruhi 

oleh interaksi dengan tumbuhan inang. Bakteri 

rizosfer sering kali berinteraksi simbiotik dengan 

akar tanaman, yang dapat memengaruhi pola 

pertumbuhan dan morfologi koloni. Kompetisi 

dan Interaksi Antar-Bakteri (Noor et al., 2021), 

adanya bakteri lain dalam rizosfer bisa 

memengaruhi morfologi koloni. Kompetisi atau 

interaksi antar-bakteri dapat memicu variasi 

dalam bentuk dan struktur koloni. Taksonomi 

bakteri dilakukan melalui teknik pengecatan 

gram, dimana bakteri masih di kelompokkan ke 

dalam dua kelompok berdasarkan dari dinding 

sel yang di milikinya.  

Bakteri gram positif dan bakteri gram 

negatif. Bakteri gram positif merupakan jenis 

bakteri yang memiliki dinding sel yang lebih 

sederhana, dengan jumlah peptidoglikan yang 

relatif lebih banyak dari bakteri gram negatif 

(Rachmawaty et al., 2009). Kemudian untuk 

bakteri gram negatif memiliki struktur dinding 

sel lebih komplek dan memiliki lapisan 

lipopolisakarida yang tebal. Hasil cat gram yang 

dilakukan terhadap 5 isolat yang di peroleh 

terdapat 3 gram negatif dan 2 isolat termasuh 

gram positif. Untuk bentuk sel isolat berbentuk 

batang keseluruhannya. Pewarnaan gram 

membedakan antara bakteri gram positif dan 

gram negatif yang mana, bakteri gram negatif 

hanya memiliki membram plasma tunggal yang 

dikelilingi dinding sel tebal berupa peptidoglikan 

dan yang lainnya berupa asam teikoat 

(Sabdaningsih & Lunggani, 2020). 

 

Identifikasi molekuler bakteri rizosfer 

tanaman Brotowali menggunakan gen 16S 

rRNA 

Identifikasi molekuler menggunakan gen 

16S rRNA telah menjadi alat yang sangat 

berguna dalam membedakan bakteri secara 

spesifik. Pada bakteri yang di peroleh dari isolasi 

dan termasuk sebagai bakteri potensial dilakukan 

analisis molekuler sebagai analisis lanjutan, gen 

16S rRNA digunakan untuk analisis filogenetik 

dan identifikasi spesies. Gen ini merupakan 

bagian dari unit kecil subunit ribosom dan sangat 

konservatif, memungkinkan perbandingan 

filogenetik yang akurat. 

Berdasarkan hasil BLAST pada web NCBI 

diperoleh jenis bakteri yang identik dengan 

bakteri yang di isolasi yaitu termasuk kedalam 

genus Bacillus, dengan kode BT63 menunjukkan 

spesies Bacillus thuringiensis strain 

FDAARGOS 791 dengan nilai maksimal 797 

dan total score sebesar 11075, quary cover 100% 

dan identites 98,05% dan untuk  e-value sebesar 

0,0 dimana nilai tersebut semakin kecil yang di 

tampilkan akan menunjukkan semakin dekatnya 

tingkat kekerabatan isolat. Bacillus thuringiensis 

adalah sebuah bakteri Gram-positif. Bacillus 

thuringiensis adalah bakteri gram-positif yang 

umum ditemukan di lingkungan, terutama di 

tanah dan air. Ini adalah mikroorganisme yang 
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sangat serbaguna dan dapat hidup dalam 

berbagai kondisi lingkungan. Bacillus 

thuringiensis (Bt) adalah bakteri yang dikenal 

dengan kemampuannya memproduksi kristal 

toksin yang bersifat insektisida. Analisis 

molekuler gen 16S rRNA pada Bacillus 

thuringiensis telah memberikan wawasan 

mendalam tentang keragaman genetik dalam 

spesies ini (Nontji, 2022). Hal ini membantu 

dalam pemahaman taksonomi dan evolusi 

Bacillus thuringiensis. 

Memfasilitasi identifikasi yang lebih 

spesifik, pengembangan primer spesifik dapat 

dilakukan berdasarkan sekuens gen 16S rRNA. 

Penelitian oleh Seprianto & Wahyuni (2019) 

berhasil mengembangkan primer spesifik untuk 

deteksi Bacillus thuringiensis yang dapat 

digunakan dalam metode PCR. Penggunaan gen 

16S rRNA tidak hanya terbatas pada budidaya 

laboratorium, tetapi juga penting dalam 

identifikasi bakteri dalam lingkungan alami. 

Analisis filogenetik menggunakan gen 16S 

rRNA pada kelompok bakteri rizosfer dapat 

memberikan informasi tentang hubungan 

evolusioner dan struktur filogenetik mereka. 

Penelitian Zulkifli et al (2020) menggambarkan 

kerangka filogenetik bakteri dengan 

memanfaatkan sekuens 16S rRNA. Gen 16S 

rRNA juga digunakan untuk mengidentifikasi 

strain dan variasi dalam suatu spesies. Penelitian 

oleh Adithiya et al (2015) pada Bacillus 

thuringiensis menunjukkan perbedaan sekuens 

16S rRNA yang memungkinkan identifikasi 

strain dan variasi genetik dalam spesies ini. 

 

Potensi isolat penghasil siderofor 

Bakteri penghasil siderofor memiliki peran 

penting dalam siklus besi dan berpotensi 

memberikan dampak positif pada pertumbuhan 

tanaman. Siderofor adalah senyawa organik yang 

dihasilkan oleh bakteri untuk mengikat dan 

membantu dalam penyerapan besi, yang 

merupakan nutrien esensial bagi tanaman. 

Penelitian yang dilakukan oleh peneliti diperoleh 

1 isolat dengan kode BT63 yang mampu 

menghasilkan siderofor dengan ciri-ciri 

pengujian dengan menggunakan media King’s, 

isolat berpendar jika di letakkan di bawah sinar 

ultraviolet dan terbentuk warna merah muda 

pada media Arnow’s. 

Besi atau (Fe) adalah komponen esensial 

untuk proses fotosintesis, pernapasan, dan 

sintesis klorofil dalam tanaman. Bakteri 

penghasil siderofor dapat memainkan peran 

penting dalam meningkatkan ketersediaan besi 

untuk tanaman (Zulkifli et al., 2020). Penelitian 

oleh Wulandari et al (2019) menggunakan 

metode kultur dan analisis biokimia untuk 

mengidentifikasi bakteri penghasil siderofor. 

Mereka mengisolasi sejumlah strain bakteri yang 

efektif dalam memproduksi siderofor. Bakteri 

menghasilkan siderofor untuk mengatasi 

keterbatasan besi dalam tanah. Bakteri penghasil 

siderofor dapat meningkatkan ketersediaan besi 

bagi tanaman dengan membentuk kompleks besi-

siderofor yang dapat diserap oleh akar tanaman 

(Prihatiningsih et al., 2017). Hal ini dapat 

meningkatkan produktivitas tanaman terutama di 

tanah dengan keterbatasan besi. 

Penelitian oleh Karlinda (2022) menyoroti 

kemungkinan terbentuknya hubungan simbiotik 

antara bakteri penghasil siderofor dan tanaman. 

Symbiosis ini dapat meningkatkan ketersediaan 

besi bagi tanaman melalui mekanisme pertukaran 

yang saling menguntungkan. Pemberian bakteri 

ini dapat meningkatkan ketersediaan besi dan 

memperbaiki kesehatan tanaman. Miethke and 

Marahiel (2007) menyelidiki karakteristik 

genetik bakteri penghasil siderofor. Pemahaman 

ini dapat membuka peluang untuk manipulasi 

genetik dan pengembangan strain yang lebih 

efektif. Bakteri penghasil siderofor juga dapat 

berinteraksi dengan mikroba tanah lainnya.  

Penelitian oleh Nugroho & Setiawan 

(2021) menunjukkan bahwa bakteri penghasil 

siderofor dapat memengaruhi komunitas 

mikroba tanah, menciptakan lingkungan yang 

lebih menguntungkan untuk pertumbuhan 

tanaman. Penelitian oleh Pratama et al., (2018) 

mencoba mengoptimalkan kondisi pertumbuhan 

bakteri penghasil siderofor untuk meningkatkan 

produksi senyawa ini. Hal ini penting untuk 

memastikan efisiensi tinggi dalam aplikasi 

pertanian. Meskipun bakteri penghasil siderofor 

menawarkan potensi besar untuk meningkatkan 

ketersediaan besi bagi tanaman, tantangan seperti 

formulasi produk yang stabil dan pemahaman 

lebih lanjut tentang interaksi dengan tanah masih 

perlu diatasi (Muthiah et al., 2023). 

 

Kesimpulan 

 

Penelitian yang telah dilakukan, 

memperoleh hasil sebanyak 5 isolat murni 
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dengan jenis bakteri berbentuk basil atau batang 

sebanyak 3 isolat gram negatif dan 2 isolat gram 

positif. Berdasarkan kemampuannya terdapat 1 

isolat yang mampu menghasilkan siderofor dan 

dari hasil identifikasi molekuler bakteri yang 

memiliki potensi besar sebagai penghasil 

siderofor memiliki kesamaan dengan genus 

Bacillus. 
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