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Abstrak 

Mikrobia kontaminan merupakan permasalahan yang umum dijumpai dalam kultur 

jaringan tumbuhan. Bakteri merupakan salah satu jenis mikrobia yang menjadi 

kontaminan dalam kultur jaringan tumbuhan. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi 

dan mengetahui keanekaragaman bakteri kontaminan kultur jaringan bambu jenis 

Fargesia scabrida. Pada penelitian ini dilakukan isolasi bakteri, karakterisasi fenotipik 

meliputi morfologi, pengujian fisiologi, uji biokimiawi, identifikasi, dan analisis numerik 

fenetik. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa diperoleh 7 isolat bakteri. Berdasarkan 

profile matching menggunakan Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 1 isolat 

termasuk dalam genus Bacillus, 1 isolat Listeria, 2 isolat Erwinia, 2 isolat Lactobacillus, 

dan 1 isolat termasuk dalam genus Klebsiella. Dendogram yang dihasilkan dari parameter 

Simple Matching coefficient (SSM) dengan menggunakan algoritma average linkage 

diketahui bahwa pada nilai similaritas 70%, terbagi menjadi 5 klaster. Sedangkan 

dendogram yang dihasilkan dari parameter SJ dengan menggunakan average 

linkage/UPGMA pada nilai similaritas 70% 7 OTU terbagi dalam 7 klaster. 
 

Kata kunci: Kultur jaringan; Kontaminan; Bakteri; Sistematika 

 

Abstract 

Contaminant microbes are a common problem in plant tissue culture. Bacteria is a type 

of microbial that becomes a contaminant in plant tissue culture. This study aims to isolate 

and determine the diversity of bacterial contaminants of Fargesia scabrida bamboo tissue 

culture. In this study, bacterial isolation, phenotypic characterization included 

morphology, physiological tests, biochemical tests, identification, and phenetic numerical 

analysis were carried out. The results of this study indicated that 7 bacterial isolates were 

obtained. Based on profile matching using Bergey's Manual of Determinative 

Bacteriology, 1 isolate belongs to the genus Bacillus, 1 isolate belongs to Listeria, 2 

isolates Erwinia, 2 isolates Lactobacillus, and 1 isolate belongs to the genus Klebsiella. 

The dendogram generated from the Simple Matching coefficient (SSM) parameter using 

the average linkage algorithm shows that at a similarity value of 70%, it is divided into 5 

clusters. While the dendrogram generated from the SJ parameters using the average 

linkage/UPGMA at a similarity value of 70% 7 OTUs are divided into 7 clusters. 
 

Keywords: Plant tissue isolation method; Contaminants; Bacteria; Systematics 

 

I. Pendahuluan 

Teknik menumbuhkan sel, jaringan, dan organ tumbuhan pada media cair maupun 

media padat yang mengandung nutrien pada kondisi aseptik disebut dengan kultur 

jaringan tumbuhan (Devi & Srinivasan, 2006).  Perbanyakan tanaman melalui teknik 
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tersebut lebih ekonomis karena mampu menghasilkan bibit tanaman dalam jumlah yang 

banyak dalam waktu relatif singkat. Keberhasilan teknik kultur jaringan tumbuhan 

dipengaruhi oleh berbagai macam faktor, antara lain : kondisi bahan, peralatan, dan ruang 

steril, unsur hara mikro dan makro, sumber eksplant, pemberian zat pengatur tumbuh 

(ZPT). Hal terpenting dan perlu diperhatikan dalam kultur jaringan ialah teknik aseptik 

karena kultur jaringan dikatakan berhasil jika bebas dari semua mikroorganisme pathogen 

yang menginfeksi (Wakil & Mbah, 2012). 

Bambu merupakan salah satu jenis tumbuhan yang dapat diperbanyak dengan 

metode kultur jaringan tumbuhan. Permintaan bambu di luar negeri sangat banyak, 

sehingga bambu diperbanyak dengan metode kultur jaringan. Bambu yang di ekspor ke 

luar negeri bukan dalam bentuk gelondongan tetapi dalam bentuk tanaman yang masih 

kecil karena mempermudah dalam pengiriman ke luar negeri. Salah satu jenis bambu 

yang dikulturkan ialah Fargesia scabrida. 

Bakteri merupakan salah satu jenis mikrobia yang biasanya menjadi kontaminan 

pada kultur jaringan tumbuhan (Barbara & Piyarak, 1995).  Produksi kultur jaringan 

menurun akibat tumbuhan kultur terkontaminasi dengan bakteri (Long et al., 1988; 

Leifert, 1990) karena bakteri akan membusukkan akar, memperlambat perbanyakan 

tumbuhan, bahkan membuat tumbuhan mati (Leifert et al., 1989;1992). Bakteri yang 

mengkontaminasi kultur jaringan tumbuhan antara lain : Lactobacillus plantarm, 

Xanthomonas, Corynebacterium, Erwinia, Micrococcus, Agrobacterium, Arthrobacter, 

Enterobacter (Bastiaens, 1983), Burkholderia, Luteibacter, (Kotiranta et al., 2000; 

Coenye & Vandamme, 2003; Johansen et al., 2005; Janssen, 2006; Compant et al., 2008), 

Bacillus (Bastiaens, 1983; Kotiranta et al., 2000; Coenye & Vandamme, 2003; Johansen 

et al., 2005; Devi, 2006; Janssen, 2006; Compant et al., 2008) Pseudomonas (Bastiaens, 

1983; Devi, 2006), Serratia, Staphylococcus (Devi, 2006), dan Mycobacterium 

Scrofulaceum (Taber, et al., 1991). Bakteri kontaminan dapat bersumber dari teknik 

sterilisasi alat, media, maupun eksplan yang kurang tepat; ruang kerja; kurangnya teknik 

aseptik; operator; maupun dari eksplan (adanya bakteri endofit dan epifit) (Buckley et al., 

1995). 

Sejauh ini di Indonesia baru sedikit penelitian mengenai jenis-jenis bakteri yang 

mengkontaminasi kultur jaringan bambu jenis Fargesia scabrida. Pada penelitian ini akan 

dilakukan karakterisasi dan identifikasi bakteri kontaminan pada kultur jaringan bambu 

jenis Fargesia scabrida agar dapat diketahui jenis-jenis bakteri kontaminan pada kultur 

jaringan bambu jenis Fargesia scabrida.  

 

II. Bahan dan Metode 
Sampel yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari Perusahaan Kultur Jaringan 

Bambu, PT Bambu Nusa Verde yang beralamat di Hardjobinangun, Pakem, Sleman, Yogyakarta. 

Sampel yang diteliti pada penelitian ini yaitu kultur jaringan bambu yang mengalami kontaminasi 

yang ditanam pada media cair sebanyak 4 botol kultur bambu jenis Fargesia scabrida. Sampel 

cair diambil 1 ml sampel, diencerkan dengan larutan ringer sampai pengenceran 10-8. Sampel 

yang ditanam untuk isolasi bakteri dari pengenceran 10-1 sampai 10-8 masing-masing sebanyak 3 

ulangan. Isolasi bakteri kontaminan dengan medium Nutrient Agar Plate menggunakan metode 

spread plate. Purifikasi bakteri menggunakan metode streak plate sehingga diperoleh kultur 

murni. Karakterisasi Isolat bakteri meliputi pengamatan morfologi sel untuk semua isolat dengan 

menggunakan metode pengecatan gram Hans Christian Gram. Untuk isolat gram positif 
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dilanjutkan dengan pengecatan spora menggunakan metode Schaeffer-Fulton. Pengamatan 

morfologi koloni semua isolat dengan menanam isolat pada medium agar plate, agar tegak, dan 

agar miring. Uji kebutuhan oksigen isolat dengan menanam isolat pada medium nutrient broth. 

Uji katalase, motilitas, produksi H2S, dan indole dengan medium SIM (Sulfur Indole Motility). 

Uji Simmon’s Citrate, hidrolisis pati, hidrolisis gelatin, hidrolisis urea, MR-VP (Metil Red dan 

Voges-Proskauer), reduksi nitrat, dan  fermentasi karbohidrat meliputi glukosa, sukrosa, laktosa, 

galaktosa, fruktosa, maltosa, dan mannitol. Uji pengaruh temperatur, kadar garam, dan pH 

terhadap pertumbuhan isolat bakteri. Identifikasi isolat bakteri dengan metode profil matching 

dengan sifat biokimia masing-masing genus acuan sesuai Bergey’s Manual of Determinative 

Bacteriology. Analisis Data untuk Klasifikasi Numerik-Fenetik dengan menggunakan program 

Ms.Excel, Notepad, PFE, dan MVSP 3.1 (Goodfellow, 2000). 
 

III. Hasil dan Pembahasan 

Pada semua sampel, media berubah menjadi keruh, berbau asam sampai busuk, 

dan terdapat biofilm di permukaan medium. Aroma sampel yang berbau busuk 

mengindikasikan adanya mikrobia pengoksidasi sulfur.  Pada penelitian ini diperoleh 7 

isolat bakteri kontaminan. Masing-masing isolat diberi nama FS 1, FS 2, FS 3, FS 4, FS 

5, FS 6, dan FS 7. Karakter morfologi isolat bakteri yang ditemukan ada pada Tabel 1 

berikut ini : 
Tabel 1. Karakter Morfologi Isolat Bakteri 
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Isolat yang ditemukan sebanyak 7 isolat, 3 isolat merupakan bakteri gram negatif, 

sedangkan 4 isolat termasuk bakteri gram positif. Selanjutnya semua isolat bakteri gram positif 

dicat spora untuk mengetahui apakah bakteri tersebut mempunyai spora atau tidak. Hasil 

pengecatan spora menunjukkan bahwa 1 isolat bakteri mempunyai spora sedangkan 6 isolat tidak 

berspora (Madigan et al., 2012). Berdasarkan kebutuhan oksigen, sebanyak 2 isolat termasuk 

bakteri aerob sedangkan 5 isolat bakteri termasuk bakteri fakultatif anaerob. Kebanyakan bakteri 

kontaminan termasuk bakteri fakultatif anaerob karena kelompok bakteri ini bisa menyesuaikan 

diri dengan kadar oksigen yang tersedia di lingkungannya. Pada uji kemampuan penggunaan sitrat 

sebagai sumber karbon semua isolat menunjukkan hasil negatif. Hasil uji motilitas 6 isolat 

termasuk bakteri motil dan 1 isolat termasuk bakteri non motil. Uji katalase 2 isolat negatif, 

sedangkan 5 isolat positif. Hal ini menunjukkan bahwa isolat tersebut mempunyai enzim katalase 

yang bisa mendegradasi hidrogen peroksida menjadi oksigen dan air dengan reaksi sebagai 

berikut :  

2H2O2        catalase       2H2O + O2 

 

Berdasarkan uji pengaruh temperatur terhadap pertumbuhan bakteri hanya isolat FS 2 yang 

mampu tumbuh pada semua suhu yang diujikan yaitu dari suhu -4 oC, 4-5 oC, 25 oC, 37 oC, dan 

75 oC. Isolat lain termasuk bakteri mesofil karena tumbuh optimal pada suhu antara 20 oC sampai 

50 oC.  Rentang suhu tersebut memang merupakan suhu yang optimal bagi pertumbuhan sebagian 

besar bakteri pathogen yaitu suhu antara 35 oC  sampai 40 oC.  Pada uji pengaruh pH semua isolat 

dapat tumbuh pada pH 7. Bakteri yang dapat tumbuh pada pH 7 atau pH yang mendekati 7 disebut 

dengan neutrophiles. Pada uji pengaruh kadar garam terhadap pertumbuhan, semua bakteri 

mampu bertahan pada kadar garam  0,5 % dan 1%.  Semakin tinggi kadar garam semakin sedikit 

jumlah bakteri yang mampu tumbuh.  
Setelah semua isolat dikarakterisasi, selanjutnya dilakukan identifikasi. Identifikasi isolat 

bakteri kontaminan pada kultur bambu dilakukan menggunakan metode profile matching dengan 

mengacu karakter kunci pada Bergey’s Manual Of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) 

untuk mengetahui bakteri kontaminan pada kultur bambu tersebut termasuk dalam genus apa. 

Setelah mengetahui genus isolat kontaminan kultur bambu, kita dapat mengetahui habitat masing-

masing genus sehingga bisa mengetahui langkah-langkah untuk mengurangi kontaminasi bakteri 

pada kultur jaringan bambu.  Hasil profile matching menunjukkan bahwa Isolat FS 5 termasuk 
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dalam genus Bacillus, Isolat FS 3 dan FS 7 termasuk dalam genus Erwinia, Isolat FS 4 termasuk 

dalam genus  Listeria, Isolat FS 1 dan FS 2 termasuk dalam genus Lactobacillus, dan Isolat FS 6 

termasuk dalam genus Klebsiella. Beberapa genus tersebut memang merupakan bakteri 

kontaminan pada kultur jaringan tumbuhan antara lain : Lactobacillus plantarm, Erwinia 

(Bastiaens, 1983), Bacillus (Bastiaens, 1983; Kotiranta et al., 2000; Coenye & Vandamme, 2003; 

Johansen et al., 2005; Devi, 2006; Janssen, 2006; Compant et al., 2008), Klebsiella (Leifert et al., 

1994).  

Bakteri dari genus Bacillus menjadi salah satu bakteri kontaminan pada berbagai macam 

kultur jaringan tumbuhan karena sel Bacillus menghasilkan endospora yang bisa tahan pada suhu 

100 ° C atau lebih dan sangat tahan terhadap desinfektan seperti alkohol, hipoklorit, dan merkuri 

klorida (Claus & Berkeley,1986; Kunnemann & Faaji-Groenen, 1988). Bacillus diketahui dapat 

bertahan hidup saat proses autoklaf media terutama media yang dituang ke dalam Erlenmeyer 

sebelum di autoklaf (Trik & Lingens, 1985; Boxus & Terzi, 1987). Biasanya media untuk kultur 

jaringan ada yang diautoklaf dengan waktu yang paling singkat untuk sterilisasi sehingga suhu 

yang diperlukan belum cukup panas untuk membunuh spora Bacillus. Oleh karena itu, Bacillus 

spp yang sudah masuk ke dalam media tidak mati (Leifert et al, 1991; Leifert et al., 1994). 

Isolat FS 6 termasuk genus Klebsiella dengan karakter kunci: berbentuk batang, gram negatif, 

non motil, fakultatif anaerob, katalase positif, tidak dapat memproduksi H2S, dan bisa mereduksi 

nitrat. Klebsiella diketahui merupakan salah satu bakteri kontaminan pada kultur jaringan 

Delphinium (Leifert et al., 1994). Beberapa spesies Klebsiella bersifat pathogen pada manusia 

(Holt et al., 1994), oleh karena itu bisa saja sumber kontaminan Klebsiella dari operator. Isolat 

FS 4 termasuk dalam genus Listeria dengan karakter kunci : berbentuk batang pendek, gram 

positif, tidak membentuk spora, motil, fakultatif anaerob, dan katalase positif. Listeria banyak 

tersebar di lingkungan, ada yang menginfeksi hewan, beberapa menginfeksi manusia, beberapa 

spesies bahkan bersifat pathogen pada manusia dan hewan (Holt et al., 1994). Kemungkinan 

Listeria dibawa oleh manusia atau hewan.  

Isolat yang termasuk dalam genus Erwinia yaitu FS 3 & FS 7 dengan karakter kunci : 

berbentuk batang, gram negatif, motil, fakultatif anaerob, katalase positif, kebanyakan tidak bisa 

mereduksi nitrat, bisa memfermentasi fruktosa dan galaktosa dengan memproduksi asam tetapi 

tanpa gas, temperatur optimum untuk pertumbuhan 23-30 °C. Erwinia spp merupakan salah satu 

penyebar penyakit tanaman dasar, yaitu : nekrosis yang cepat, maserasi jaringan progresif yang 

disebut soft-rot, layunya pembuluh tanaman, dan pembentukan tumor. Erwinia spp banyak 

ditemukan pada sampel segar jaringan tumbuhan yang berpenyakit (Kado, 2006); merupakan 

salah satu bakteri kontaminan pada kultur jaringan bunga Iris (Leifert et al., 1994), Hibiscus 

cannabinus, Telfaria occidentalis (Odutayo et al., 2007), dan tanaman mint (Buckley et al., 1995). 

Dua isolat yang termasuk dalam genus Lactobacillus yaitu FS 1 dan FS 2 dengan karakter kunci 

: gram positif, berbentuk batang, tidak membentuk spora, motil, katalase negatif, fakultatif 

anaerob, tidak dapat mereduksi nitrat, dan pertumbuhan optimal pada suhu 30-40 °C. 

Lactobacillus tersebar luas di lingkungan, khususnya pada hewan dan produk sayuran (Holt et al., 

1994). Salah satu bakteri latent seperti Lactobacillus plantarum terbukti dapat membunuh 

tanaman setelah subkultur berulang kali ketika tingkat kontaminas cukup tinggi. Selain 

mengkontaminasi kultur jaringan bambu, Lactobacillus plantarum merupakan salah satu bakteri 

kontaminan kultur jaringan tanaman dari genus Hemerocallis, dan Delphinium (Leifert et al., 

1989 dalam Leifert et al., 1994). 

Pada karakterisasi numerik fenetik, isolat akan diklasifikasi dengan menentukan karakter 

fenotipiknya. Data karakter fenotipik dari 7 strain mikrobia disusun dalam suatu matriks n x t 

(tabel 1). Klasifikasi mikrobia dengan metode taksonomi numerik-fenetik berdasarkan data sifat 

fenotipik ini menggunakan dua parameter similaritas yaitu Simple Matching coefficient (SSM) 

dan Jaccard’s coefficient (SJ) (Goodfellow et al., 1993). Algoritma yang digunakan average 
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linked/UPGMA. Salah satu hasil analisis yang diperoleh adalah dendogram pada gambar 2 berikut 

ini : 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Konstruksi Dendogram Hasil Analisis Klastering Mengunakan Simple Matching 

coefficient (SSM) dengan metode algoritma average linkage/UPGMA 

Taksonomi yang didasarkan atas bukti-bukti fenetik dikenal dengan taksonomi numerik-

fenetik, yaitu melihat kemiripan yang diamati dan dicatat dari objek studi yang dipelajari, bukan 

berdasarkan kemungkinan perkembangan filogenetiknya. Dendogram yang dihasilkan dari 

parameter Simple Matching coefficient (SSM) dengan menggunakan algoritma average linkage, 

berdasarkan matriks similaritas hasil kalkulasi SSM coefficient diketahui bahwa pada nilai 

similaritas 70% terdiri dari 5 kluster. Hal ini tidak sesuai dengan taxospecies concept yang 

menyatakan bahwa suatu spesies diartikan sebagai kumpulan strain mikrobia yang memiliki nilai 

similaritas ≥ 0,7 (70%). Klaster 1 terdiri dari isolat FS 6 dan FS 7, klaster 2 terdiri dari isolat FS 

3 & FS 4, klaster 3 terdiri dari isolat FS 2, klaster 4 terdiri dari isolat FS 5, dan klaster 5 terdiri 

dari isolat FS 1. 7 OTU baru bergabung menjadi satu klaster pada nilai similaritas 57,5%. 

Perbandingan hasil profile matching dan dendogram adalah ada isolat yang 1 genus justru tidak 

bergabung menjadi satu klaster dengan isolat yang satu genus. Hal ini mungkin disebabkan karena 

perbedaan hasil pengujian selain karakter kunci. Terbentuknya dendogram berdasarkan semua 

data karakter yang diujikan pada masing-masing isolat, sedangkan hasil profile matching 

berdasarkan karakter kuncinya saja. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Konstruksi Dendogram Hasil Analisis Klastering Mengunakan Jaccard’s Coefficient (SJ) 

dengan metode algoritma average linkage/UPGMA 

Dendogram yang dihasilkan dari parameter Jaccard’s Coefficient (SJ) dengan algoritma 

average linked pada gambar 2, terdapat 7 klaster pada nilai similaritas ≥ 0,7 (70%). Pada nilai 
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similaritas 0.70 masing-masing isolat menjadi satu klaster. Hasil analisis klastering menggunakan 

SJ coefficient dengan metode average linkage/UPGMA, 7 OTU bergabung pada nilai similaritas 

24%. Terdapat persamaan hasil antara dendogram SSM dan dendogram SJ yaitu strain FS 6 dan 

FS 7 menjadi satu klaster dengan nilai similaritas tertinggi pada masing-masing dendogram. Pada 

dendogram yang dihasilkan dari parameter SJ strain FS 6 dan FS 7 bergabung menjadi satu klaster 

pada nilai similaritas 0.56, sedangkan pada dendogram strain FS 6 dan FS 7 bergabung pada nilai 

similaritas 0.82. Perbedaan klasifikasi OTU dengan menggunakan Simple Matching Coefficient 

dan Jaccard’s Coefficient dikarenakan adanya sifat double negative yang cukup banyak. Hasil 

pengujian biokimia (tabel 1) yang menunjukkan hasil negatif semua antara lain semua isolat tidak 

ada yang dapat menghidrolisa citrate, tidak dapat memproduksi H2S; VP, reduksi nitrate. Selain 

itu, hasil positif semua ditunjukkan pada karakter kemampuan menghidrolisis urea. Karakter-

karakter inilah yang menyebabkan isolat-isolat tersebut bergabung menjadi satu klaster pada 

dendogram SSM dan memisah (tidak bergabung menjadi satu klaster) pada dendogram SJ karena 

pada SJ sifat double negative tidak digunakan. Selain itu, adanya problem interpretasi ketika 

pengamatan hasil suatu reaksi yang bersifat positif lemah (weakly positive) dikategorikan dalam 

reaksi negatif atau reaksi positif. Indeks korelasi untuk Simple Matching Coefficient ialah 0.742 

dan untuk Jaccard’s Coefficient 0.778. Indeks korelasi yang dapat diterima adalah ≥ 70% atau ≥ 

0,7 ini berarti bahwa dendogram yang terbentuk berdasarkan parameter similaritas SSM maupun 

SJ dapat mewakili matriks similaritas yang menjadi dasar konstruksinya. 

 
IV. Kesimpulan 

Pada penelitian ini berhasil dilakukan isolasi bakteri kontaminan kultur jaringan 

bambu jenis Fargesia scabrida dengan diperoleh 7 isolat bakteri. Hasil profile matching 

menunjukkan bahwa diperoleh berbagai macam genus bakteri kontaminan, yaitu 

kelompok bakteri gram positif antara lain : Lactobacillus, Bacillus, Listeria. Kelompok 

bakteri gram negatif antara lain : Erwinia dan Klebsiella. Dendogram yang dihasilkan dari 

parameter SSM dengan menggunakan average linkage/UPGMA diketahui bahwa pada 

nilai similaritas 70%, terbagi menjadi 5 klaster. Sedangkan dendogram yang dihasilkan 

dari parameter SJ dengan menggunakan average linkage/UPGMA pada nilai similaritas 

70% 7 OTU terbagi dalam 7 klaster. 
 

V. Saran  

Saran dapat ditulis berdasarkan berbagai pertimbangan dari hasil penelitian untuk 

perbaikan atau kelanjutan penelitian berikutnya. 
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Ucapan terima kasih disampaikan kepada pihak yang terlibat dalam penelitian 

atau pembuatan karya tulis namun tidak dapat atau bukan bagian dari penulis yang 

memberikan kontribusi kepada penelitian atau hasil karya tulis. 
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