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RINGKASAN 
 

NEZHARIA NURZA HARCA. Isolasi dan Identifikasi Bakteri Penambat 

Nitrogen dan Penghasil Indole Acetic Acid Dari Tanah Perkebunan Kelapa Sawit, 

Jambi. Dibimbing oleh NISA RACHMANIA MUBARIK dan ARIS TRI 

WAHYUDI.  

 

 Nitrogen merupakan unsur hara makro yang paling penting untuk 

mendukung pertumbuhan tanaman. Unsur ini merupakan elemen utama yang 

terdapat dalam jaringan tanaman dan komponen penting penyusun protein, asam 

amino, koenzim dan beberapa senyawa metabolit sekunder. Jumlah keberadaan 

gas nitrogen (N2) pada atmosfer sekitar 80%, tetapi nitrogen dalam bentuk N2 

tidak dapat langsung dimanfaatkan oleh tanaman. Oleh karena itu pada bidang 

pertanian nitrogen merupakan faktor pembatas sehingga untuk mencukupi 

kebutuhan tanaman akan unsur ini diperlukan pemupukan. Penggunaan pupuk 

nitrogen sintetik semakin meningkat setiap tahunnya. 

 Beberapa mikrob dikenal mampu mengikat nitrogen bebas (N2) dari 

atmosfer kemudian mengubahnya menjadi amonia (NH3). Pemanfaatan mikrob 

penambat N2 merupakan solusi untuk mengurangi ketergantungan akan pupuk 

nitrogen sintetik pada bidang pertanian sehingga dapat mengurangi pencemaran 

lingkungan. Selain mampu mengikat nitrogen bebas (N2) mikrob ini juga mampu 

menghasilkan fitohormon yang dapat membantu pertumbuhan tanaman seperti 

Indole Acetic Acid (IAA). Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi bakteri 

penambat nitrogen dan penghasil senyawa fitohormon IAA dari tanah perkebunan 

kelapa sawit di sekitar Taman Nasional Bukit Dua Belas, Jambi. 

 Sebanyak tujuh isolat bakteri penambat N berhasil diisolasi dari tanah 

rhizosfer perkebunan kelapa sawit di Taman Nasional Bukit Dua Belas, Jambi. 

Identifikasi gen penyandi 16S rRNA dan pohon filogenetik menunjukkan bahwa 

isolat ITJ.2, ITJ.7, dan ITJ.9 memiliki kemiripan 100% dengan Beijerinckia 

fluminensis galur UQM 1685. Isolat ITJ.3 memiliki kemiripan 99% dengan 

Ensifer adhaerens galur NBRC 10038. Isolat ITJ.4 memiliki kemiripan 99% 

dengan Microbacterium sp. galur ST2. Isolat ITJ.5 memiliki kemiripan 99% 

dengan Caulobacter segnis galur ATCC 21756 dan isolat ITJ.6 memiliki 

kemiripan 96% dengan Rhizobium grahamii galur CCGE 502. Semua isolat 

bakteri penambat nitrogen mampu menghasilkan IAA dengan konsentrasi yang 

berbeda-beda. Isolat uji dapat menghasilkan IAA pada medium pertumbuhan yang 

ditambahkan triptofan dengan kisaran 15.714 ppm sampai 35.793 ppm. Isolat 

ITJ.9 dapat menghasilkan IAA dengan konsentrasi tertinggi (35.793 ppm) 

sedangkan isolat ITJ.6 dapat menghasilkan IAA dengan konsentrasi terendah 

(15.714 ppm). Dua dari lima isolat (ITJ.2 dan ITJ.7) dapat mereduksi gas asetilen 

menjadi etilen dengan menggunakan metode Acetylene Reduction Assay (ARA). 

Konsentrasi gas etilen yang dihasilkan oleh kedua isolat berkisar 0.094 dan 0.092 

ppm. Semua isolat uji tidak dapat menginduksi gejala hipersensitivitas pada daun 

tembakau. 

 

Kata kunci: Bakteri penambat nitrogen, indole acetic acid, perkebunan kelapa 

sawit 

 



 

 

 

 

SUMMARY 
 

NEZHARIA NURZA HARCA. Isolation and Identification of Nitrogen Fixing 

and Producing Indole Acetic Acid Bacteria From Oil Palm Plantation In Jambi. 

Supervised by NISA RACHMANIA MUBARIK and ARIS TRI WAHYUDI. 

 

Nitrogen is the most important element that support the plant growth. This 

nutrient is the main element in plant tissue and important component to construct 

protein, amino acid, coenzyme, and some other secondary metabolites. Total of 

nitrogen gas (N2) in the atmosphere is approximately 80% but nitrogen in the 

form of N2 can not be directly used by plant. Therefore in agriculture, nitrogen is 

the barrier. In order to fulfill the plant needs of this nutrient, it is needed to use 

fertilizer. The use of syntetic nitrogen fertilizers is increasing every year. 

 Some microbes are known to be able to bind nitrogen (N2) from the 

atmosphere then convert it into ammonium (NH3). Utilization of N fixing bacteria 

is the solution to reduce dependence on synthetic nitrogen fertilizer in agriculture 

so as to reduce environmental pollution. Beside being able to bind free nitrogen 

(N2), this microbe is also capable of producing phytohormones which helps the 

growth of plant roos as Indole Acetic Acid (IAA). Therefore, this study is aimed 

to isolate the nitrogen-fixing bacteria and phytohormones IAA producer of oil 

palm plantation  land around Taman Nasional Bukit Dua Belas, Jambi. 

 Seven isolates N-fixing bacteria were obtained from soil of oil palm 

plantation around Taman Nasional Bukit Dua Belas, Jambi. Identification isolates 

based on 16S rRNA gene and phylogenetic tree showed that isolates ITJ.2, ITJ.7 

and ITJ.9 have 100% similarity with Beijerinckia fluminensis strain UQM 1685. 

Isolate ITJ.3 has 99% similarity with Ensifer adhaerens strain NBRC 10038. 

ITJ.4 isolate has 99% similarity with Microbacterium sp. strain ST2. Isolates 

ITJ.5 has 99% similarity with Caulobacter segnis strains ATCC 21756 and 

isolates ITJ.6 has 96% similarity with Rhizobium grahamii strains CCGE 502. All 

tested isolates were able to produced IAA in various concentrations. All those 

tested isolates showed IAA production in medium culture supplemented with 

tryptophan in range of 15.714 ppm to 35.793 ppm. Isolate ITJ.6  was able to 

synthesize IAA in the lowest concentration (15.714 ppm), whereas ITJ.9 was able 

to produce IAA in the highest concentration (35.793 ppm). Two of five isolates 

(ITJ.2 and ITJ.7) could reduce acetylene gas into ethylene by using the Acetylene 

Reduction Assay (ARA) method. The concentration of ethylene gas produced by 

the two isolates were 0.094 ppm and 0.092 ppm respectively. All isolates tested 

could not induced hypersensitivity reactions on tobacco leaves. 

 

Keywords: Indole acetic acid, nitrogen fixing bacteria, oil palm plantation 
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PENDAHULUAN 
 

 

Latar Belakang 

 

Nitrogen merupakan elemen penting untuk mencapai hasil panen yang 

maksimal dalam bidang pertanian. Unsur ini banyak terdapat di atmosfer sekitar 

80%, walaupun jumlahnya tersedia sangat besar tetapi tanaman tidak dapat 

langsung memanfaatkannya. Oleh karena itu amonium sulfat dan urea banyak 

digunakan dalam pertanian untuk mengatasi masalah keterbatasan nitrogen di 

dalam tanah. Pupuk nitrogen semakin banyak digunakan dalam bidang pertanian 

sebagai nutrisi tanaman. Konsumsi global pupuk nitrogen saat ini diperkirakan 

sekitar 100 juta ton per tahun (Hayatsu 2014). Penggunaan pupuk nitrogen sintetik 

secara berlebihan dapat memberikan dampak negatif terhadap lingkungan seperti, 

pencemaran air tanah dan adanya akumulasi bahan organik pada tanah. Pemberian 

bahan organik dengan nisbah C/N yang tinggi akan mengakibatkan pemupukan 

tidak efisien, karena tidak semua pupuk yang diberikan dapat diserap oleh 

tanaman (Hanafiah et al. 2006). Mikrob penambat nitrogen merupakan komponen 

penting di dalam tanah terhadap ketersediaan nitrogen bagi tanaman (Perez et al. 

2014), karena mikrob tersebut memiliki kemampuan mengubah nitrogen bebas 

pada atmosfer menjadi amonia yang dibutuhkan oleh tumbuhan. 

Penggunaan mikrob penambat nitrogen merupakan salah satu cara untuk 

mengurangi penggunaan nitrogen sintetik dalam proses pemupukan (Laskar dan 

Sharma 2013). Mikrob penambat nitrogen diharapkan dapat mengurangi 

kerusakan yang terjadi pada lingkungan akibat dari penggunaan pupuk sintetik 

yang berlebihan. Mikrob tanah yang mampu menambat nitrogen seperti 

Azotobacter sp. (Tejera et al. 2005), Rhizobium sp., dan Azospirillum sp. (Suliasih 

dan Widawati 2005). Azotobacter sp. juga mampu meningkatkan kandungan 

nitrogen pada kompos tandan kosong kelapa sawit sebesar 2,23% (Hasibuan et al. 

2012). Penelitian Razie dan Iswandi (2005), melaporkan bahwa isolat Azotobacter 

spp. mampu  memasok N untuk pertumbuhan awal tanaman padi IR-64 sebesar 

2.34 % (setara dengan 2,2 % N dari pupuk urea). Enterobacter spp. galur NN145S 

dan galur NN143E yang diisolasi dari perkebunan tebu Guangxi, Tiongkok 

mampu meningkatkan biomassa dan kandungan nitrogen dari tebu yang setara 

dengan penggunaan 180 kg urea ha
-1

 pada tahap pembibitan (Li et al. 2012). 

Mikrob penambat  N2 seperti Azotobacter sp. selain dapat menambat N2 

bebas dari atmosfer juga dapat menghasilkan senyawa fitohormon seperti Indole 

Acetic Acid (IAA) yang dapat merangsang pertumbuhan akar (Glick 2005). 

Fitohormon IAA yang disekresikan oleh mikrob secara langsung dapat 

meningkatkan pertumbuhan akar dengan menstimulasi pemanjangan sel tanaman 

atau pembelahan sel sedangkan secara tidak langsung dapat menghasilkan 1-

aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase (Patten dan Glick 2002). 

Penelitian Widiastuti et al. (2010), melaporkan bahwa Azotobacter spp. asal tanah 

Sumatera Selatan menghasilkan IAA sebesar 4,021.10
-6

 M dan dapat 

meningkatkan perkecambahan biji pada Peuraria phaseoloides sebesar 66 sampai 

100%. 

Jambi merupakan daerah yang sudah banyak mengalami alih fungsi lahan 

seperti pembukaan perkebunan kelapa sawit dan karet. Pembukaan lahan ini 
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diduga akan mempengaruhi dinamika mikrob yang ada pada daerah tersebut. 

Laporan mengenai mikrob penambat nitrogen yang mampu menghasilkan 

senyawa pemacu pertumbuhan Indole Acetic Acid (IAA) di daerah perkebunan 

kelapa sawit sekitar Taman Nasional Bukit Dua Belas, Jambi sejauh ini belum 

pernah dilaporkan. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi 

bakteri penambat nitrogen yang dapat menghasilkan senyawa fitohormon IAA. 

 

 

Perumusan Masalah 

Unsur hara nitrogen (N) merupakan unsur hara utama yang membatasi 

pertumbuhan tanaman, karena unsur hara tersebut merupakan unsur hara makro 

yang dibutuhkan tanaman dalam jumlah besar. Penggunaan pupuk nitrogen 

sintetik seperti urea selain mahal juga dapat menimbulkan pencemaran air tanah. 

Mikrob penambat N2 memiliki potensi sebagai agens pupuk hayati sehingga 

diharapkan mampu mengurangi ketergantungan terhadap pupuk nitrogen sintetik. 

 

 

Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi bakteri penambat nitrogen 

yang mampu menghasilkan Indole Acetic Acid (IAA) asal tanah perkebunan 

kelapa sawit disekitar Taman Nasional Bukit Dua Belas, Jambi serta mengetahui 

aktivitas nitrogenase dan kemampuannya dalam menghasilkan zat pemacu tumbuh 

IAA.  

 

 

Manfaat Penelitian 

 

Identifikasi serta analisis kemampuan isolat bakteri penambat nitrogen 

dalam penelitian ini, diharapkan dapat memberikan informasi keragaman mikrob 

pada hutan yang telah dibuka untuk lahan perkebunan seperti perkebunan kelapa 

sawit. Hasil penelitian ini juga diharapkan dapat memberikan informasi mengenai 

kemampuan yang dimiliki isolat bakteri khususnya potensinya sebagai agens 

pupuk hayati dalam dunia pertanian. 

 

 

Ruang Lingkup Penelitian 

 

 Ruang lingkup dalam penelitian ini meliputi isolasi bakteri penambat 

nitrogen, uji hipersensitivitas, analisis kemampuan produksi Indole Acetic Acid 

(IAA), aktivitas nitrogenase, dan identifikasi gen 16S rRNA. Tahap identifikasi 

meliputi pengamatan morfologi, pewarnaan Gram, dan amplifikasi gen 16S 

rRNA. Uji hipersensitivitas dilakukan pada daun tembakau untuk melihat isolat 

bakteri bersifat patogen atau tidak. Analisis IAA meliputi pengukuran kultur isolat 

dalam memproduksi senyawa fitohormon IAA. Aktivitas nitrogenase dilakukan 

untuk mengetahui kemampuan isolat dalam mereduksi gas nitrogen bebas yang 

terdapat pada atmosfer. 
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 TINJAUAN PUSTAKA 
 

 

Nitrogen 

 

Nitrogen merupakan elemen hara yang penting bagi pertumbuhan 

tanaman. Sumber utama nitrogen di dalam tanah yaitu bahan organik tanah. Selain 

dari bahan organik tanah, nitrogen juga diperoleh dari gas N2 di atmosfer melalui 

penambatan atau fiksasi nitrogen yang dilakukan oleh mikrob. Nitrogen 

merupakan unsur yang sangat dibutuhkan tanaman. Fungsi nitrogen bagi tanaman 

antara lain untuk pertumbuhan bagian vegetatif tanaman seperti daun, batang, dan 

akar, berperan penting dalam pembentukan zat hijau daun yang berguna dalam 

proses fotosintesis, membentuk protein serta meningkatkan hasil produktivitas 

tanaman. 

Bentuk nitrogen yang digunakan oleh tanaman adalah ion nitrat (NO3
-
) dan 

ion amonium (NH4
+
). Ion-ion ini kemudian membentuk material kompleks seperti 

asam-asam amino dan asam-asam nukleat yang dapat langsung diserap dan 

digunakan oleh tanaman tingkat tinggi. Nitrogen merupakan unsur utama dalam 

meningkatkan produksi hasil tanaman dalam bidang pertanian. Unsur nitrogen 

jumlahnya sangat berlimpah di atmosfer namun permasalahnya bentuk nitrogen 

bebas ini tidak dapat langsung digunakan oleh tanaman. Oleh sebab itu nitrogen 

merupakan faktor pembatas terhadap pertumbuhan dan perkembangan tanaman. 

Pemupukan merupakan kegiatan pemeliharaan tanaman yang bertujuan untuk 

memperbaiki kesuburan tanah melalui penyediaan unsur hara dalam tanah yang 

dibutuhkan oleh tanaman. Pemberian pupuk N yang berlebihan ini menyebabkan 

efisiensi pupuk menurun serta membahayakan tanaman dan lingkungan. Strategi 

pengelolaan hara N yang optimal bertujuan agar pemupukan dilakukan sesuai 

dengan kebutuhan tanaman sehingga dapat mengurangi kehilangan N dan 

meningkatkan serapan N oleh tanaman.  

 

 

Bakteri Penambat Nitrogen 

 

Interaksi antara mikrob dengan tanaman mungkin menguntungkan, 

merugikan atau netral (tidak memberikan pengaruh) bagi tanaman. Mikrob yang 

bermanfaat bagi tanaman terdiri atas dua jenis yaitu, hidup bersimbiosis dan hidup 

bebas tanpa memerlukan inang. Mikrob yang hidup bersimbiosis dengan tanaman 

membentuk struktur khusus pada tanaman misalnya nodul pada akar tanaman 

legume sedangkan yang hidup bebas sering ditemukan di daerah perakaran 

tanaman. Rhizobakteria merupakan mikrob yang hidup di sekitar daerah rhizosfer 

yang memberikan keuntungan bagi pertumbuhan dan perkembangan tanaman. 

Mikrob ini sering disebut dengan Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) 

(Richardson et al. 2009).  

Mikrob PGPR membantu pertumbuhan tanaman dengan dua mekanisme 

yaitu langsung dan tidak langsung. PGPR membantu pertumbuhan tanaman secara 

langsung dengan beberapa cara seperti, membantu tanaman memperoleh nitrogen 

(fiksasi N2 di atmosfer), mensintesis siderofor, melarutkan fosfat dan 

menghasilkan zat pengatur tumbuh (fitohormon) yang dapat memodulasi 
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pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Kloepper et al. 1989; Glick 2005; 

Ahmad et al. 2008).  

Beberapa mikrob yang hidup di daerah rhizosfer dikenal sebagai penambat 

gas N2 di atmosfer. Terbatasnya jumlah nitrogen di dalam tanah merupakan faktor 

pembatas bagi produktivitas tanaman. Pemberian pupuk kimia bertujuan untuk 

memenuhi kebutuhan tanaman terhadap unsur nitrogen sehingga dapat 

meningkatkan produktivitas tanaman. Penggunaan pupuk kimia dalam jumlah 

besar atau secara terus-menerus pada bidang pertanian memiliki efek negatif 

terhadap lingkungan seperti pencemaraan air tanah dan akumulasi bahan organik 

pada tanah. Biological Nitrogen Fixation merupakan salah satu solusi untuk 

mengurangi penggunaan pupuk kimia sehingga dapat mengurangi efek negatif 

yang ditimbulkan terhadap lingkungan. Menurut Pepe et al. (2013), mikrob ini 

mampu meningkatkan pertumbuhan dan produksi tanaman dengan cara yang lebih 

ramah lingkungan  

Mikrob yang dapat menambat melakukan penambatan N2 secara biologi 

disebut diazotrof. Reduksi atau pengubahan gas nitrogen bebas (N2) di atmosfer 

menjadi amonia (NH3) dikatalis oleh enzim nitrogenase (Zehr et al. 2003). Reaksi 

reduksi ini memerlukan energi (ATP) yang besar untuk memutuskan ikatan 

rangkap tiga pada gas N2 (White 2000). Enzim nitrogenase terdiri atas 2 jenis 

komponen protein yang sangat sensitif terhadap oksigen. Komponen 1 

(dinitrogenase) terdiri atas protein besi-molibdenum yang mengandung 2 subunit. 

Komponen 2 (dinitrogenase reduktase) terdiri atas protein besi-sulfur (Moat et al. 

2002).  

Nitrogenase memerlukan donor elektron dan adenosin trifosfat (ATP) 

untuk memulai proses fiksasi nitrogen. Elektron yang dihasilkan secara in vivo 

baik secara oksidatif atau fotosintetik. Siklus oksidasi-reduksi dimulai ketika 

elektron ini ditransfer ke flavodoxin atau ferredoxin yang mentransfer elektronnya 

ke protein Fe dari nitrogenase. Dua molekul ATP terikat pada Fe protein yang 

tereduksi dan dihidrolisis untuk menghasilkan elektron yang akan ditransfer ke 

protein FeMo. Proses reduksi molekul N2 terjadi pada protein FeMo melalui 

beberapa tahapan reaksi. Transfer elektron terjadi sebanyak enam kali pada setiap 

molekul N2 yang difiksasi. Oleh karena itu total ATP yang dibutuhkan untuk 

mereduksi 1 molekul N2 yaitu 12 ATP, akan tetapi nitrogenase juga mereduksi 

proton menjadi H2. Reaksi tersebut menggunakan dua elektron, sehingga 

diperlukan 8 elektron yang ditransfer dan 16 MgATPs yang dihidrolisis. Hidrolisis 

adenosin trifosfat (ATP), transfer elektron dan reduksi substrat merupakan hal 

yang sangat penting dalam proses reduksi gas dinitrogen (N2) (Cheng 2008).  

Menurut Cheng (2008), hidrolisis ATP berperan untuk mengontrol transfer 

elektron antara komponen protein. Transfer elektron dari protein Fe ke protein 

MoFe bertujuan untuk menghidrolisis MgATP dan diikuti oleh disosiasi kompleks 

protein-protein. Proses transfer elektron dari protein Fe kepada protein MoFe ini 

sangat penting, karena protein MoFe tidak dapat mereduksi N2 tanpa adanya 

protein Fe (Gambar 1). 
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Gambar 1 Reduksi N2 menjadi  NH3. Reduksi N2 melibatkan protein MoFe (α2β2 

hetero-tetramer) dan protein Fe (γ2 homodimer). Proses reduksi N2 

terjadi pada protein MoFe dengan bantuan elektron dan ATP. Enam 

elektron dibutuhkan per molekul N2 dan dua elektron dibutuhkan untuk 

mereduksi proton menjadi H2 (Cheng 2008).  

 

Enzim nitrogenase merupakan enzim yang diekspresikan ketika N2 

merupakan sumber nitrogen satu-satunya, karena gen yang menyandikan fiksasi 

nitrogen dihambat oleh sumber nitrogen yang disuplai secara eksogen seperti 

amonia (White 2000). Kompleks enzim nitrogenase sangat sensitif terhadap 

molekul oksigen (O2) dan menjadi tidak aktif dengan adanya molekul ini (Zehr et 

al. 2003). Gen yang beperan mengekspresikan kemampuan fiksasi nitrogen (nif) 

telah dikaji dengan baik pada Klebsiella pneumonia, sehingga regulasi gen-gen nif 

pada mikrob ini dijadikan model yang sangat baik untuk mempelajari proses 

fiksasi nitrogen pada mikrob yang mampu menambat nitrogen (Cheng 2008).  

Regulasi gen-gen nif pada K. pneumoniae diatur oleh operon nifLA. 

Protein NtrC mengaktivasi transkripsi operon nifLA di bawah kondisi nitrogen 

yang terbatas. Protein nifA merupakan regulator positif yang berperan sebagai 

faktor yang dibutuhkan untuk transkripsi gen nif. Produk gen nifL berpengaruh 

dengan protein nifA untuk mencegah aktivasi nifA ketika tersedianya produk 

fiksasi nitrogen (amonia atau asam amino) atau oksigen (Schmitz et al. 2002). 

Fungsi nifZ, W, U, S, X, dan T masih belum diketahui secara jelas. Akan tetapi, 

ada bukti yang menyatakan bahwa produk gen nifW dan nifZ terlibat dalam proses 

salah satu komponen nitrogenase dan produk gen nifX merupakan regulator positif 

pada regulasi nif ketika merespon adanya asam amino dan oksigen (Moat et al. 

2002). Fragmen spesifik gen nifD dan nifH dari K. pneumoniae merupakan gen-

gen yang memiliki sekuens yang konservatif pada semua mikrob pemfiksasi 
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nitrogen (Kaminski et al. 1998). Gen nifH sering digunakan sebagai penanda 

molekuler suatu mikrob yang dapat memfiksasi nitrogen. 

 

 

Indole Acetic Acid (IAA) 

 

Fitohormon merupakan regulator penting bagi pertumbuhan tanaman yang 

mengendalikan berbagai proses seperti pembelahan sel, diferensiasi sel, 

organogenesis dan morfogenesis (Bielach et al. 2012). Fitohormon auksin 

disintesis oleh semua tanaman tingkat tinggi. IAA berfungsi merangsang 

pertumbuhan akar seperti inisiasi dan perkembangan akar lateral, gravitropisme 

dan perpanjangan akar. Fitohormon ini banyak ditemukan pada embrio benih dan 

jaringan meristematik yang aktif tumbuh seperti tunas tanaman dan ujung akar 

(Grunewald et al. 2009). 

Secara alami tanaman mampu mensintesis fitohormon seperti auksin untuk 

pertumbuhannya. Selain itu, tanaman juga dapat memperoleh auksin dari mikrob 

tanah atau yang bersimbiosis dengan tanaman tersebut. Hormon IAA disintesis 

sebagai metabolit sekunder yang dihasilkan dalam kondisi pertumbuhan bakteri 

suboptimal atau saat tersedia prekursor asam amino triptofan. Biosintesis IAA 

oleh bakteri, dapat ditingkatkan dengan penambahan L-triptofan sebagai prekusor 

ke dalam media tumbuh bakteri (Gambar 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2 Jalur biosintesis Indole Acetic Acid pada bakteri menurut Shapaepen et 

al. (2007) 
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BAHAN DAN METODE 

 

 

Bahan 

 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini ialah 10 sampel tanah yang 

berasal dari daerah rhizosfer perkebunan kelapa sawit, Taman Nasional Bukit Dua 

Belas, Jambi. Daun tembakau berumur 2 bulan yang diperoleh dari Balai Besar 

Penelitian Bioteknologi dan Sumberdaya Genetik Pertanian (BB-Biogen), Bogor. 

Isolat bakteri Pseudomonas syringae koleksi Dr Iman Rusmana, MSi. 

 

 

Kerangka Penelitian 

 

Kerangka penelitian ini meliputi isolasi bakteri penambat nitrogen, 

identifikasi berdasarkan gen penyandi 16S rRNA, pengujian reaksi 

hipersensitifitas pada daun tembakau, kemampuan dalam memproduksi Indole 

Acetic Acied (IAA), dan pengukuran aktivitas nitrogenase dengan menggunakan 

gas kromatografi (Gambar 3).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3 Diagram alur penelitian  

 

 

Waktu dan Tempat Penelitian 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2013 hingga September 

2014 di Laboratorium Mikrobiologi, Departemen Biologi, FMIPA IPB. 

Pewarnaan Gram 
 

Ekstraksi DNA 

 

Analisis Kemampuan Produksi 

Indole Acetic Acid (IAA) 

Pengukuran Aktivitas 

Nitrogenase 

 

Isolasi Bakteri Penambat Nitrogen 

dari Tanah Perkebunan Kelapa 

Sawit 

Uji Hipersensitivitas pada Daun 

Tembakau 

Amplifikasi Gen Penyandi 

16S rRNA 
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Isolasi Bakteri Penambat Nitrogen dari Tanah 

 

Medium yang digunakan untuk mengisolasi bakteri penambat nitrogen ialah 

LG dengan komposisi sukrosa 20 g, K2HPO4 0.0150 g; KH2PO4 0.0150 g; CaCl2 

0.0190 g; Mg3SO4 0.2090 g; Na2MOO4 0.002 g; FeCl2 0.0192 g; CaCO3 0.10 g; 

agar-agar 15 g; dilarutkan dalam 1000 mL akuades; dan 2 mL larutan 

Bromolthymole blue (Aquilanti et al. 2004). Sebanyak 10 g sampel tanah 

disuspensikan dalam 90 mL larutan garam fisiologis (NaCl 0.85%). Suspensi 

bakteri diencerkan secara serial hingga pengenceran 10
-5

.
 
 Sebanyak 0.1 mL 

suspensi bakteri dari pengenceran 10
-3 

 hingga 10
-5 

diinokulasikan dengan metode 

cawan sebar pada media LG, kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 3 

sampai 7 hari. Koloni bakteri yang tumbuh dimurnikan dengan metode gores 

kuadran hingga diperoleh koloni bakteri tunggal. Isolat murni yang diperoleh 

diremajakan pada media agar-agar miring LG dan disimpan sebagai stok dan 

untuk uji berikutnya seperti pewarnaan Gram, uji fisiologi, identifikasi gen 

penyandi 16S rRNA, uji hipersensitivitas pada daun tembakau, analisis Indole 

Acetic Acid (IAA), aktivitas nitrogenase dan kurva pertumbuhan . 

 

 

Ekstraksi DNA 

 

Isolat ditumbuhkan pada medium Nutrient Broth (NB) selama 24 jam pada 

suhu 30 
0
C. Proses ekstraksi DNA mengikuti prosedur Presto

TM
 Mini gDNA Kit 

(Geneaid) (Lampiran 1). Hasil ekstraksi DNA diukur konsentrasi dan 

kemurniannya dengan menggunakan NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo 

Scientific, Wilmington, DE, USA). 

 

 

Amplifikasi Gen 16S rRNA 

 

DNA genom hasil ekstraksi yang diperoleh digunakan untuk 

mengamplifikasi gen 16S rRNA. Amplifikasi gen 16S rRNA menggunakan mesin 

Polymerase Chain Reaction (PCR) dengan primer 63F (5’-CAG GCC TAA CAC 

ATG CAA GTC-3
’
) dan 1387R (5’-GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3’) 

(Marchesi et al. 1998). Volume reaksi PCR yang digunakan sebanyak 25 µL yang 

terdiri atas 12,5µL of GoTag Green Master Mix 2X (Promega, Madison, W1, 

USA); 2,5 µL primer 63F dan 1387R (kosentrasi 10 pmol); 6,5 µL Nuclease Free 

Water dan 1 µL DNA genom sebagai template. Kondisi mesin PCR yang 

digunakan yaitu pre-denaturation (95 
o
C selama 5 menit), annealing (55 

o
C 

selama 1 menit), elongation (72 
o
C selama 1.5 menit), dan extension (72 

o
C 

selama 10 menit) sebanyak 30 siklus. Produk hasil PCR divisualisasi dengan 

menggunakan mesin elektroforesis pada 1 % (w/v) gel agarosa (Lampiran 2) 

dengan tegangan 80 Volt selama 45 menit. Visualisasi DNA dilakukan di atas UV 

transiluminator menggunakan pewarna Ethidium Bromida (EtBr). 

DNA hasil amplifikasi disekuen pada jasa sequenscing. Sekuen urutan 

basa nukleotida kemudian disejajarkan dengan data GeneBank menggunakan 

program BLAST-N (Basic Aligment Search Tool-Nucleotide) pada situs online 

NCBI (National Center for Biotechnology Information). Konstruksi pohon 
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filogenetik dilakukan dengan menggunakan program MEGA 5.05 dengan metode 

Neighbour Joining (NJ) dengan bootsrap 1000x. 

 

 

Uji Hipersensitivitas pada Daun Tembakau 

 

 Uji hipersensitivitas dilakukan pada daun tembakau (Nicotiana tabacum 

L.) berumur 2 bulan. Isolat bakteri uji ditumbuhkan pada medium LG cair (10
7
 

sel/mL) selama 2 hari pada suhu 30 
o
C. Bakteri Pseudomonas syringae dijadikan 

sebagai kontrol positif sedangkan untuk kontrol negatif digunakan air steril dan 

media steril. Sebanyak 1 mL dari masing-masing kultur bakteri uji, kontrol positif 

dan kontrol negatif diambil dengan menggunakan alat penyuntik steril tanpa jarum 

kemudian setiap perlakuan disuntikan ke permukaan bawah daun tembakau secara 

perlahan. Gejala atau reaksi hipersensitif ditunjukkan dengan adanya perubahan 

warna daun tembakau pada daerah penyuntikan. Pengujian ini dilakukan sebanyak 

dua kali. Pengamatan gejala penyakit dilakukan hingga 48 jam setelah 

penyuntikan. 

 

 

Analisis Kemampuan Produksi Indole Acetic Acid (IAA) 

 

Pengukuran Indole Acetic Acid dilakukan dengan metode Patten dan Glick 

(2002). Isolat ditumbuhkan pada 100 mL medium LG cair yang ditambah dengan 

1.0 mM L-triptofan dan tanpa penambahan triptopan, pengujian ini dilakukan 

sebanyak dua kali ulangan dan diinkubasi pada inkubator goyang dengan 

kecepatan 100 rpm pada suhu 30 
o
C. Sebanyak 1.5 mL kultur disentrifugasi pada 

sentrifus merek Eppendorf (24 x 3.75 g) selama 10 menit dengan kecepatan 8.000 

rpm. 1 mL Supernatan yang diperoleh ditambahkan dengan 4 mL reagen 

Salkowski (150 mL H2SO4, 250 mL akuades steril dan 7.5 mL FeCl3
.
6H2O 0.5 M) 

kemudian campuran larutan diinkubasi pada ruangan gelap selama 15 menit. 

Perubahan warna sampel menjadi merah muda setelah inkubasi 15 menit 

mengindikasikan bahwa isolat mampu menghasilkan IAA. Konsentrasi IAA yang 

dihasilkan oleh isolat diukur dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang 

gelombang 520 nm. Konsentrasi IAA dihitung setelah dibandingkan dengan 

absorbansi larutan standar IAA. 

 

 

Pengukuran Aktivitas Nitrogenase 

 

Pengukuran aktivitas nitrogenase dilakukan dengan metode Acetylene 

Reduction Assay (ARA) menggunakan alat kromatografi gas (Gibson and Turner 

1980) merek HITACHI 263-70. Isolat bakteri ditumbuhkan pada medium LG 

semisolid pada tabung berukuran 10 mL kemudian diinkubasi selama 5 hari pada 

suhu 30 
o
C (Bergersen 1970). Setelah diinkubasi selama 5 hari tabung ditutup 

dengan rubber stopper (penyumbat karet) dan kertas parafilm. Pengukuran ARA 

dilakukan dengan cara mengeluarkan udara yang ada pada tabung menggunakan 

alat suntik steril sebanyak 1 mL, kemudian gas asetilen (C2H2) diijeksikan ke 

dalam tabung dengan volume yang sama dengan volume udara yang dikeluarkan 
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sebelumnya (sebanyak 1 mL).  Setelah diinkubasi selama 2 jam, gas etilen diukur 

dengan alat kromatografi gas. 

 

 

Kurva Tumbuh 

 

Sebanyak 2 lup isolat bakteri terpilih ditumbuhkan di media Nutrient Broth 

(NB) dan LG cair yang ditambahkan 1.0 mM L-triptofan. Kultur yang 

ditumbuhkan pada medium NB diinkubasi selama 18 jam dengan kecepatan 100 

rpm pada suhu 30 
o
C sedangkan kultur yang ditumbuhkan dengan medium LG 

ditumbuhkan selama 48 hari dengan kecepatan 100 rpm pada suhu 30 
o
C. 

Selanjutnya 1% (10
8
 sel/ml) inokulum diinokulasikan ke dalam Erlenmeyer 250 

mL yang berisi media NB dan LG 100 ml sebagai media produksi, kemudian 

ditambah dengan 1.0 mM L-triptofan dan diinkubasi pada suhu 30 
o
C dengan 

kecepatan 100 rpm. Kultur yang ditumbuhkan pada medium NB diambil sebanyak 

3 mL untuk diukur densitas selnya pada panjang gelombang 600 nm setiap 3 jam 

selama 42 jam lalu dibandingkan dengan kurva standar sel. Kultur sel yang 

ditumbuhkan pada medium LG diambil 1 mL kultur sel setiap 24 jam selama 10 

hari untuk dilakukan perhitungan dengan metode Total Plate Count (TPC). Kultur 

sel yang sama dari masing-masing media kemudian digunakan untuk tahapan 

analisis IAA. Sebanyak 1.5 mL kultur disentrifugasi pada sentrifus merek 

Eppendorf (24 x 3.75 g) selama 10 menit dengan kecepatan 8.000 rpm. 1 mL 

Supernatan yang diperoleh ditambahkan dengan 4 mL reagen Salkowski (150 mL 

H2SO4, 250 mL akuades steril dan 7.5 mL FeCl3
.
6H2O 0.5 M) kemudian campuran 

larutan diinkubasi pada ruangan gelap selama 15 menit. Perubahan warna sampel 

menjadi merah muda setelah inkubasi 15 menit mengindikasikan bahwa isolat 

mampu menghasilkan IAA. Konsentrasi IAA yang dihasilkan oleh isolat diukur 

dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 520 nm. 

Konsentrasi IAA dihitung setelah dibandingkan dengan absorbansi larutan standar 

IAA. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

 

Hasil  

 

Isolasi dan identifikasi bakteri penambat nitrogen  
 

Isolasi dari 10 sampel tanah rhizosfer asal perkebunan kelapa sawit di 

sekitar Taman Nasional Bukit Dua Belas, Jambi menghasilkan 7 isolat bakteri 

yang diberi kode ITJ.2, ITJ.3, ITJ.4, ITJ.5, ITJ.6, ITJ.7, dan IT.9 (Tabel 1). 

Ketujuh isolat mampu tumbuh pada medium selektif LG yang tidak mengandung 

unsur nitrogen. Koloni bakteri berbentuk bulat, berwarna bening atau transparan 

sampai putih keruh (Tabel 1). Permukaannya cembung, berlendir, dan tepiannya 

rata (Lampiran 2). Pewarnaan Gram digunakan untuk menentukan kelompok 

bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif yang didasarkan pada komposisi 

dan struktur kimiawi dinding selnya. Hasil pewarnaan Gram menunjukkan bahwa 

ketujuh isolat bakteri yang diperoleh termasuk ke dalam Gram negatif (berwarna 

merah) dengan bentuk sel batang (Gambar 4).  

Isolat bakteri penambat nitrogen selanjutnya diuji biokimia. Uji biokimia 

didasarkan pada berbagai hasil metabolisme yang disebabkan oleh daya kerja 

enzim pada analisis ini dilakukan dua uji yaitu uji pembentukan cincin indol dan 

degradasi urea untuk menyeleksi isolat bakteri. Hasil uji indol menunjukkan 

bahwa semua isolat bakteri penambat nitrogen mampu membentuk indol yang 

ditunjukkan adanya cincin merah setelah direaksikan dengan reagen Kovac. Uji 

indol merupakan uji untuk melihat apakah isolat mampu menghasilkan Indole 

Acetic Acid (IAA). Uji urea menunjukkan bahwa lima isolat bakteri dapat 

mendegradasi urea. Hal ini ditunjukkan dengan reaksi positif berupa adanya 

perubahan larutan menjadi merah muda setelah diinkubasi selama 48 jam. Dua 

isolat lainnya menunjukkan reaksi negatif (Lampiran 3). Uji ini dilakukan untuk 

mengetahui apakah isolat mampu untuk mendegradasi urea.  

 

Tabel 1 Morfologi isolat bakteri penambat nitrogen asal tanah perkebunan kelapa 

sawit di Jambi 

Kode isolat 

Morfologi 

Bentuk 

koloni 
Warna Bentuk sel Gram 

ITJ.2 Bulat Transparan Batang Negatif 

ITJ.3 Bulat Putih susu Batang Negatif 

ITJ.4 Bulat Putih keruh Batang Negatif 

ITJ.5 Bulat Putih susu Batang Negatif 

ITJ.6 Bulat Putih keruh Batang Negatif 

ITJ.7 Bulat Transparan Batang Negatif 

ITJ.9 Bulat Transparan Batang Negatif 
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Gambar 4 Hasil pewarnaan Gram isolat bakteri penambat nitrogen. Keterangan 1) 

isolat ITJ.2; 2) isolat ITJ.3; 3) isolat ITJ.4; 4) isolat ITJ.5; 5) isolat 

ITJ.6; 6) isolat ITJ.7; dan 7) isolat ITJ.9 

 

 

Identifikasi, analisis bioinformatika dan konstruksi pohon filogenetik  

 

Hasil pengukuran konsentrasi dan kemurnian DNA genom menunjukkan 

bahwa konsentrasi DNA genom bakteri yang diperoleh berkisar 58.3-180.1 ng/ 

µL. DNA genom tersebut dijadikan cetakan (template) pada proses PCR gen 

pengkode 16S rRNA. Hasil visualisasi amplifikasi gen penyandi 16S rRNA pada 

gel agarosa 1% menghasilkan produk pita DNA berukuran ~ 1300 pb (Gambar 5). 

Analisis sekuen gen penyandi 16S rRNA dengan data di GeneBank pada program 

BLAST-N menunjukkan bahwa tiga isolat termasuk ke dalam genus Beijerinckia, 

satu isolat masing-masing termasuk ke dalam genus Rhizobium, Ensifer, 

Caulobacter dan Microbacterium (Tabel 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Gambar 5 Visualisasi hasil elektroforesis amplifikasi gen 16S rRNA pada gel 

agarosa 1% (~ 1300 pb). Keterangan M: Marker 1 kb; sumur 1) ITJ.2, 

2) ITJ.3, 3) ITJ.4, 4) ITJ.5, 5) ITJ.6, 6) ITJ.7, dan 7) ITJ.9 
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Konstruksi pohon filogenetik dilakukan untuk mengetahui kelompok dan 

hubungan kekerabatan isolat. Hasil konstruksi pohon filogenetik menunjukkan 

bahwa isolat ITJ.2, ITJ.7, dan ITJ.9 berada dalam satu kelompok dan 

hubungannya sangat dekat dengan Beijerinckia fluminensis galur UQM 1685. 

ITJ.3 berkelompok dengan Ensifer adhaerens galur NBRC 100388, isolat ITJ.4 

hubungannya sangat dekat dengan Microbacterium sp. galur ST2, isolat ITJ.5 

dekat dengan Caulobacter segnis galur ATCC 21756 dan isolat ITJ.6 dekat 

dengan Rhizobium grahamii galur CCGE 502 (Gambar 6). 

 

Tabel 2 Analisis homologi sekuen gen 16S rRNA isolat bakteri penambat 

nitrogen menggunakan program BLAST-N 

Kode 

isolat 

Homologi 
%  

Identitas 

E- Value 
No 

akses 

ITJ.2 Beijerinckia fluminensis galur UQM 1685 100 0.0 NR 116306.1 

ITJ.3 Ensifer adhaerens galur NBRC 100388 99 0.0 NR 113893.1 

ITJ.4 Microbacterium sp. galur ST2 99 0.0 NR 044937.1 

ITJ.5 Caulobacter segnis galur ATCC 21756 99  0.0 NR 074208.1 

ITJ.6 Rhizobium grahamii galur CCGE 502 98 0.0 NR 118140.1 

ITJ.7 Beijerinckia fluminensis galur UQM 1685 99 0.0 NR 116306.1 

ITJ.9 Beijerinckia fluminensis galur UQM 1685 100  0.0 NR 116306.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6 Konstruksi pohon filogenetik isolat bakteri penambat nitrogen 

menggunakan metode Neighbour Joining dengan nilai ulangan 

bootsrap 1000 x 
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Uji hipersensitivitas pada daun tembakau 

 

 Hasil dari uji hipersensitivitas menunjukkan bahwa semua isolat tidak 

dapat menginduksi reaksi hipersensitif pada daun tembakau. Hal ini ditunjukkan 

dengan tidak adanya bercak warna kuning atau coklat pada daerah daun yang 

disuntik dengan isolat bakteri ITJ.2, ITJ.3, ITJ.4, ITJ.5, ITJ.6, ITJ.7, dan ITJ.9 

(Gambar 7A). Reaksi hipersensitif positif ditunjukkan oleh daerah daun yang 

disuntik dengan bakteri Pseudomonas syringae (Gambar 7B). Bakteri ini mampu 

menginduksi reaksi hipersensitif pada daun tembakau yang ditunjukkan dengan 

adanya bercak kuning pada daerah penyuntikan. Reaksi hipersensitif negatif juga 

ditunjukkan oleh daun yang disuntik dengan akuades dan media LG steril 

(Gambar 7B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                    

 

 

 

Gambar 7 Hasil pengamatan uji hipersensitivitas pada daun tembakau. 

Keterangan: A) daun tembakau yang disuntik dengan isolat bakteri. 

B) daun yang disuntik dengan bakteri Pseudomonas syringae  

sebagai kontrol positif (lingkaran berwarna merah), dan daun 

tembakau yang disuntik dengan akuades dan media steril sebagai 

kontrol negatif (lingkaran berwarna kuning) 

 

 

Analisis kemampuan produksi Indole Acetic Acid (IAA) 

 

Isolat yang terpilih ITJ.2, ITJ.3, ITJ.6, ITJ.7, dan ITJ.9 (berdasarkan hasil 

identifikasi 16S rRNA yang tergolong ke dalam kelompok bakteri penambat 

nitrogen, menunjukkan hasil positif pada uji indol dan urea) mampu tumbuh pada 

medium LG yang ditambahkan dengan 1.0 mM L-triptofan. Seluruh isolat dapat 

mensintesis IAA. Hasil positif terlihat dengan perubahan warna kultur isolat 

menjadi warna merah muda ketika direaksikan dengan reagen Salkowski. 

Kemampuan masing-masing isolat dalam menghasilkan IAA selama 10 hari 

pengamatan berbeda-beda, hal ini ditunjukkan dari konsentrasi IAA yang 

dihasilkan (Gambar 8). Isolat ITJ.2 menghasilkan IAA dengan konsentrasi sebesar 

29.562 ppm, ITJ.3 sebesar 21.355 ppm, ITJ.6 sebesar 15.714 ppm, ITJ.7 sebesar 

26.032 ppm, dan ITJ.9 sebesar 35.793 ppm. Semua isolat uji yang ditumbuhkan 

pada medium LG tanpa penambahan triptofan sebagai kontrol menunjukkan hasil 
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negatif IAA (tidak ada perubahan warna kultur menjadi merah muda). Hal ini 

mengindikasikan bahwa semua isolat tidak dapat mensintesis IAA pada medium 

yang tidak ditambahkan triptofan. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 8 Konsentrasi Indole Acetic Acid (IAA) yang dihasilkan isolat bakteri 

penambat nitrogen pada medium LG yang ditambahkan L-triptofan 1.0 

mM selama 10 hari 

 

 

Pengukuran aktivitas nitrogenase 

 

 Hasil pengukuran aktivitas nitrogenase menunjukkan bahwa 2 dari 5 isolat 

terpilih yaitu ITJ.2 dan ITJ.7 dapat mereduksi gas asetilen menjadi etilen dengan 

konsentrasi gas etilen masing-masing sebesar 0.094 dan 0.092 ppm/jam. 

Sedangkan 3 isolat lainnya yaitu, ITJ.3, ITJ.6, dan, ITJ.9 tidak dapat mereduksi 

gas asetilen menjadi etilen (Tabel 3). 

 

Tabel 3 Hasil pengukuran kemampuan aktivitas nitrogenase 

Kode Isolat 
Konsentrasi Etilen 

(ppm/jam) 

ITJ.2 0.094 

ITJ.3 0 

ITJ.6 0 

ITJ.7 0.092 

ITJ.9 * 
Keterangan *: terukur tetapi sangat kecil 

 

 

Kurva pertumbuhan 

 

 Berdasarkan hasil pengukuran produksi IAA dan aktivitas nitrogenase, 

dipilihlah tiga isolat yaitu ITJ.2, ITJ.7, dan, ITJ.9 untuk dilakukan kurva 

pertumbuhan. Pembuatan kurva tumbuh dilakukan pada dua medium yang 

berbeda yaitu medium LG dan NB. Kedua medium tersebut ditambahkan dengan 

L-triptofan dengan kosentrasi 1.0 mM. Hasil pengukuran kurva pertumbuhan 

ketiga isolat terpilih dapat tumbuh pada medium NB dan LG yang ditambahkan 
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dengan L-triptofan. Isolat ITJ.2 pada medium NB mulai mengalami peningkatan 

jumlah sel pada 0-24 jam setelah inkubasi sedangkan pada medium LG jumlah sel 

isolat mulai mengalami peningkatan pada hari ke-1 sampai ke-4 hari inkubasi. 

Jumlah sel isolat ITJ.2 pada medium NB cenderung stabil hingga 42 jam inkubasi 

sedangkan mengalami penurunan dihari ke-5 inkubasi pada medium LG. Isolat 

ITJ.7 dan ITJ.9 pada medium NB mengalami peningkatan jumlah sel pada jam ke 

0 sampai 24 jam inkubasi. Jumlah sel isolat ITJ.7 dan ITJ.9 yang ditumbuhkan 

pada medium LG mengalami peningkatan dihari ke-4 inkubasi. Pertumbuhan 

jumlah sel kedua isolat cenderung stabil hingga 42 jam inkubasi pada medium NB 

sedangkan pada medium LG mengalami penurunan dihari ke-5 inkubasi (Gambar 

9). 

 Indole Acetic Acid (IAA) mulai dihasilkan oleh ketiga isolat pada jam ke-9 

inkubasi dimedium NB dan produksi IAA terus mengalami peningkatan sampai 

jam ke-36 inkubasi. Pada medium LG IAA mulai dihasilkan pada hari pertama 

inkubasi dan mengalami peningkatan sampai hari ke-3 inkubasi. Produksi IAA 

oleh ketiga isolat yang ditumbuhkan dengan medium NB mulai mengalami 

penurunan pada jam ke-39 inkubasi sedangkan produksi IAA pada medium LG 

mengalami penurunan setelah hari ke-4 inkubasi. Produksi IAA optimum pada 

medium pertumbuhan LG dihasilkan pada hari ke-2 (isolat ITJ.2) inkubasi dan 

hari ke-4 inkubasi (ITJ.7 dan ITJ.9), sedangkan pada medium pertumbuhan NB 

produksi IAA optimum dihasilkan pada jam ke-36 (isolat ITJ.2), dan k3-33 

inkubasi (ITJ.7 dan ITJ.9) (Gambar 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 9 Kurva pertumbuhan isolat ITJ.2, ITJ.7, dan ITJ.9. Keterangan A) 

pertumbuhan isolat uji pada medium LG dan B) pertumbuhan isolat 

pada medium NB. Simbol    menunjukkan jumlah sel isolat dan 

simbol       menunjukkan konsentrasi IAA yang dihasilkan oleh isolat. 
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Pembahasan 

 

Nitrogen merupakan unsur pembatas bagi pertumbuhan tanaman sehingga, 

kandungan nitrogen di tanah sangat berhubungan erat dengan tingkat kesuburan 

dan produktivitas tanaman. Peningkatan kadar nitrogen ditanah juga dipengaruhi 

oleh mikrob yang mampu memfiksasi nitrogen, dengan cara menambat nitrogen 

bebas dan mengkonversinya dalam bentuk amonium yang bisa digunakan oleh 

tanaman. Menurut Farina et al. (2012) mikrob penambat N memiliki peranan 

penting bagi ketersediaannya unsur nitrogen di dalam tanah bagi tanaman. Isolasi 

bakteri penambat nitrogen dilakukan dari 10 sampel tanah rhizosfer asal 

perkebunan kelapa sawit dan didapatkan 7 isolat bakteri yang mampu tumbuh 

pada medium LG yang tidak mengandung unsur nitrogen. Menurut Beneduzi et 

al. (2008) jumlah kelimpahan mikrob di rhizosfer dipengaruhi oleh beberapa 

faktor seperti morfologi akar, tahap pertumbuhan tanaman, eksudat akar dan sifat 

fisik dan kimia tanah. Rhizosfer merupakan daerah yang ideal bagi pertumbuhan 

mikrob tanah karena, pada daerah tersebut sangat kaya akan nutrisi seperti asam 

amino dan gula. Senyawa tersebut berfungsi sebagai sumber nitrogen dan karbon 

untuk pertumbuhan mikrob. Kemampuan isolat bakteri untuk tumbuh pada media 

bebas nitrogen mengindikasikan kemampuannya dalam menambat N2 bebas di 

udara. Nitrogen merupakan nutrisi esensial yang diperlukan oleh mikrob untuk 

mensintesis asam amino untuk penyusun protein sel mikrob (White 2000).  

Uji biokimia bakteri penambat nitrogen dilakukan dengan menumbuhkan 

isolat pada medium differensial. Medium diferensial digunakan untuk 

membedakan kelompok mikroorganisme dari sifat morfologi dan biokimianya. 

Medium pertumbuhan ini dilengkapi campuran bahan kimia, sehingga setelah 

inokulasi dan inkubasi, menghasilkan perubahan karakteristik pada penampakan 

pertumbuhan bakteri dan atau pada medium sekitar koloni yang menyebabkan 

perbedaan. Pembentukan indol (cincin merah) dapat diketahui dengan 

penambahan reagen Kovac. Reagen ini mengandung dimetilaminobenzaldehid 

yang akan bereaksi dengan dimetilaminobenzaldehid sehingga membentuk 

rosindol yang berwarna merah (cincin merah) (Talaroo dan Chess 2012).  

Uji urea dilakukan untuk menentukan kemampuan mikrob uji dalam 

mendegradasi urea oleh enzim urease. Urease adalah enzim hidrolitik yang 

memecah nitrogen dan ikatan karbon dalam senyawa amida seperti urea kemudian 

membentuk produk akhir amonia yang bersifat basa. Kehadiran urease terdeteksi 

ketika mikrob uji dapat tumbuh di medium urea cair yang mengandung fenol 

sebagai indikator pH. Urea sebagai substrat dipecah menjadi produk yaitu amonia. 

Keberadaan amonia akan membuat lingkungan menjadi basa sehingga indikator 

fenol akan merubah warna medium menjadi merah muda. Reaksi positif ini 

menunjukkan bahwa isolat atau mikrob mempunyai enzim urease. Reaksi negatif 

pada uji ini ditunjukkan dengan tidak adanya perubahan warna pada mediu 

tumbuh (Cappuccino dan Sherman 2005). 

Identifikasi isolat bakteri penambat nitrogen asal tanah perkebunan kelapa 

sawit di Jambi menggunakan teknik molekuler berdasarkan gen 16S rRNA. Hasil 

identifikasi menunjukkan bahwa isolat ITJ.2, ITJ.7, dan, ITJ.9 kekerabatannya 

dekat dengan Beijerinckia fluminensis galur UQM 1685 dengan indeks kesamaan 

100%,  isolat ITJ.3 kekerabatannya dekat dengan Ensifer adhaerens galur NBRC 

100388 dengan indek kesamaan 99%,  isolat ITJ.4 kekerabatannya dekat dengan 
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Microbacterium sp. galur ST2 dengan  indeks kesamaan 99%, isolat ITJ.5 

kekerabatannya dekat dengan Caulobacter segnis galur ATCC 21756 dengan 

indeks kesamaan 99%, dan isolat ITJ.6 kekerabatannya dekat dengan Rhizobium 

grahamii galur CCGE 502 dengan indeks kesamaan 98%.  

Genus Beijerinckia merupakan mikrob tanah penambat nitrogen dan 

bersifat aerob (Kumar 2014). Isolat ITJ.3 berkerabat dekat dengan Ensifer 

adhaerens galur NBRC 100388. Rhizobium dan Sinorhizobium merupakan bakteri 

penambat nitrogen, Gram negatif bakteria dan hidup bersimbiosis dengan tanaman 

legume dengan cara membentuk bintil akar (MacLean et al. 2007; Murray 2011). 

Bintil akar merupakan suatu tempat khusus dimana berlangsungnya proses 

perubahan gas dinitrogen (N2) menjadi amonia (NH3) yang berguna bagi 

pertumbuhan tanaman (Brencic dan Winans 2005). 

Analisis bioinformatika menunjukkan bahwa pada penelitian ini 

ditemukan isolat bakteri yang bukan kelompok penambat nitrogen yaitu, 

Microbacterium sp. (isolat ITJ.4) dan Caulobacter segnis galur ATCC 21756 

(isolat ITJ.5). Hal ini didukung oleh Arruda et al. (2013), melaporkan bahwa 

bakteri seperti Microbacterium sp. yang tidak termasuk ke dalam golongan 

penambat nitrogen dapat tumbuh pada medium selektif yang tidak mengandung 

unsur N seperti NFB dan LG. Pepe et al. (2013) juga berhasil mengisolasi 

beberapa bakteri yang bukan penambat nitrogen tetapi mampu tumbuh pada 

medium LG seperti Stenotrophomonas, Xantomonas, Pseudomonas, 

Achromobacter dan Caulobacter. Beberapa bakteri non-diazotrof mampu tumbuh 

pada medium yang tidak mengandung unsur nitrogen, karena bakteri tersebut 

bersifat oligtrof atau menggunakan nitrogen hasil fiksasi bakteri diazotrof selama 

proses pengayaan (Beneduzi et al. 2013). 

Isolat bakteri penambat nitrogen tidak menunjukkan gejala hipersensitif 

pada daun tembakau. Hal ini menunjukkan bahwa keseluruhan isolat tidak 

bersifat patogen sehingga dapat dilakukan uji selanjutnya. Hipersensitif positif 

ditunjukkan dengan adanya bercak kuning atau coklat daun. Reaksi ini biasanya 

menyebabkan kematian sebagian sel inang yang bertujuan untuk menghambat 

pertumbuhan patogen (Lindsay et al. 1993). 

Nitrogenase merupakan enzim penting yang berperan dalam  mereduksi 

nitrogen bebas (N2) menjadi amonium (NH3).  Proses perubahan ini memerlukan 

energi yang besar dan sangat sensitif terhadap oksigen (O2). Kompleks 

nitrogenase mengandung dua protein yang terpisah. Komponen 1 (dinitrogenase) 

merupakan komponen yang terdiri atas empat sub unit 240 kDa yang disandikan 

oleh gen nifD dan nifK. Kofaktor besi-molibdenum (FeMo-co) dari dinitrogenase 

disintesis oleh beberapa gen nif (nif Q, B, V, N, E). Komponen 2 (dinitrogenase 

reduktase, disandikan oleh gen nifH) merupakan protein yang terdiri atas 2 

subunit 60 kDa. Protein ini mengandung kluster besi-belerang (Fe4S4) pada 

bagian tengahnya (Kim dan Rees 1994; Moat et al. 2002; Zehr et al. 2003). 

Aktivitas enzim nitrogenase diukur dengan menggunakan metode Acethylene 

Reduction Assay (ARA) atau reduksi gas asetilen (Gibson dan Turner 1980; 

Hardy et al. 1968). Hasil yang didapatkan dua dari tiga isolat bakteri yaitu, isolat 

ITJ.2 dan ITJ.7 (Beijerinckia fluminensis galur UQM 1685) mampu mereduksi 

gas asetilen menjadi etilen dengan konsentrasi 0.094 ppm dan 0.092 ppm 

sedangkan tiga isolat bakteri lainnya tidak mampu mereduksi gas asetilen 

menjadi etilen (Tabel 2). 
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 Pengukuran aktivitas nitrogenase isolat ITJ.3 dan ITJ.6 tidak 

menunjukkan adanya reduksi asetilen menjadi etilen. Isolat ITJ.3 dan ITJ.6 

tergolong ke dalam mikrob penambat nitrogen yang hidupnya bersimbiosis 

dengan inang sehingga diduga tidak terdeteksi aktivitas nitrogenasenya. Aktivitas 

nitrogenase isolat ITJ.9 menghasilkan puncak yang sangat kecil pada hasil 

kromatrogram sehingga sulit untuk dihitung konsentrasi gas etilen yang 

dihasilkan. Aktivitas nitrogenase isolat ITJ.9 sangat kecil sekali sehingga tidak 

mampu dideteksi oleh gas kromatografi. Menurut Franche et al. (2009) mayoritas 

bakteri penambat nitrogen yang hidupnya bersimbiosis seperti rhizobia sulit 

untuk menggunakan nitrogen di luar inangnya sehingga sukar untuk diukur 

aktivitas nitrogenasenya dengan menggunakan metode ARA. Metode ARA 

banyak digunakan untuk mengukur aktivitas nitrogenase, karena caranya yang 

sederhana, cepat dan relatif murah tetapi metode ini tidak mampu mendeteksi 

kosentrasi gas yang sangat kecil (Lay dan Hastowo 1992). Aktivitas nitrogenase 

menggunakan metode ini dihitung berdasarkan jumlah reduksi gas asetilen (C2H2) 

menjadi gas etilen (C2H4). Kemampuan mereduksi gas asetilen menjadi etilen 

merupakan indikator untuk pengukuran aktivitas enzim nitrogenase (Andrade et 

al. 1997). 

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) selain dapat mereduksi  

nitrogen bebas menjadi amonium juga mampu menghasilkan zat pengatur tumbuh 

atau fitohormon. Kemampuan bakteri untuk menghasilkan senyawa fitohormon 

merupakan mekanisme penting pada PGPR. Senyawa ini berperan sebagai sinyal 

dan regulator pertumbuhan pada tumbuhan, seperti Indole Acetic Acid (IAA), 

giberelin dan sitokinin. Hasil penelitian menunjukkan bahwa semua isolat mampu 

menghasilkan IAA yang ditunjukkan dengan perubahan warna larutan supernatan 

menjadi merah muda setelah ditambahkan dengan reagen Salkowski dan 

diinkubasi selama 15 menit. Menurut Thuler et al. (2003), selain menambat  

nitrogen bebas di udara Beijerinckia derxii juga menghasilkan atau memproduksi 

faktor yang dapat membantu pertumbuhan tanaman seperti IAA. Faktor 

pertumbuhan seperti IAA juga dapat disintesis oleh genus Rhizobium dan 

Sinorhizobium (Chan et al. 2012; Tubb 1976).  

Produksi IAA oleh isolat uji mulai terlihat pada jam ke-9 dan hari pertama 

inkubasi dan semakin meningkat ketika memasuki fase stasioner dimana jumlah 

sel cenderung stabil atau mengalami penurunan. IAA merupakan salah satu 

metabolit sekunder yang dihasilkan pada fase stasioner (Spaepen et al. 2007; 

Wahyudi et al. 2011). Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat mampu 

menghasilkan IAA ketika medium pertumbuhannya ditambahkan dengan triptofan 

sedangkan pada perlakuan medium tanpa penambahan triptofan semua isolat tidak 

menghasilkan IAA. Hal ini menunjukkan bahwa penambahan triptofan pada 

medium pertumbuhan merupakan faktor penting bagi isolat untuk biosintesis IAA. 

Triptofan merupakan prekursor biosintesis IAA pada bakteri melalui jalur Indole-

3-Pyruvate Acid (IPA) (Patten dan Glick 2002). Penelitian Nadeem et al. (2012) 

melaporkan bahwa isolat rhizobakteria yang berasosiasi dengan tanaman alpukat 

hanya mampu memproduksi IAA ketika medium pertumbuhannya ditambahkan 

dengan L-triptofan. Ahmad et al. (2008) juga melaporkan isolat Azotobacter, 

Pseudomonas dan Bacillus tidak mampu menghasilkan IAA pada medium tanpa 

penambahan L-triptofan. Indole Pyruvic Decarboxilase (IPDC) merupakan enzim 

penting dalam biosintesis IAA dan aktivitasnya tergantung dari ekspresi gen 
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IPDC. Secara alami triptofan yang digunakan oleh mikrob diperoleh dari eksudat 

akar (Nadeem et al. 2012; Spaepen et al. 2007). 

Kemampuan masing-masing isolat dalam menghasilkan IAA berbeda-

beda. Hal ini ditunjukan dari bervariasinya konsentrasi IAA yang dihasilkan oleh 

masing-masing isolat dengan kisaran 15.714 ppm sampai dengan 35.793 ppm. 

Konsentrasi IAA yang dihasilkan berbeda-beda walaupun isolat termasuk ke 

dalam genus yang sama. Beneduzi et al. (2013) melaporkan Burkholderia, 

Agrobacterium, dan Stenotrophomonas walaupun termasuk ke dalam satu genus 

yang sama akan tetapi kemampuan dalam memproduksi IAA berbeda-beda pada 

medium kultur cair. Penelitian Kavamura et al. (2013) juga melaporkan bahwa 

beberapa galur Bacillus yang termasuk genus Bacillus mampu mensintesis IAA 

dengan jumlah yang bervariasi dalam medium cair. Menurut Mirza et al. (2001) 

kemampuan bakteri PGPR dalam menghasilkan IAA berbeda-beda tiap spesies 

dan galur, dan hal ini juga dipengaruhi oleh kondisi kultur, fase pertumbuhan, dan 

ketersediaan substrat.  

Senyawa fitohormon IAA merupakan zat pengatur tumbuh yang berperan 

dalam proses patogenesis atau pertumbuhan tanaman. IAA yang dihasilkan oleh 

mikrob yang berada di rhizosfer dapat meningkatkan rambut akar, ukuran, dan 

jumlah akar adventif tanaman (Ribeiro dan Cardoso 2012), sehingga dapat 

meningkatkan kapasitas eksplorasi akar untuk menyerap nutrisi (Castro et al. 

2009). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa beberapa isolat mampu 

memfiksasi nitrogen dan menghasilkan zat pengatur tumbuh (fitohrmon). Mikrob 

PGPR mampu membantu pertumbuhan tanaman dengan mekanisme yang berbeda 

seperti menghasilkan fitohormon atau zat pengatur tumbuh, fiksasi nitrogen atau 

Biological Nitrogen Fixation (BNF), pelarut fosfat, dan memproduksi siderofor. 

PGPR dapat mempengaruhi pertumbuhan tanaman dengan menggunakan satu atau 

lebih mekanisme (Glick 2005). 
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SIMPULAN DAN SARAN 

 

 
Simpulan 

 

Dari 10 sampel tanah dari perkebunan kelapa sawit sekitar Taman 

Nasional Bukit Dua Belas di Jambi diperoleh 7 isolat bakteri penambat nitrogen. 

Hasil konstruksi pohon filogenetik menunjukkan bahwa isolat ITJ.2, ITJ.7, dan 

ITJ.9 mempunyai kemiripan 100% dengan Beijerinckia fluminensis galur UQM 

1685. Isolat ITJ.3 memiliki kemiripan 99% dengan Ensifer adhaerens galur 

NBRC 10038. Isolat ITJ.4 memiliki kemiripan 99% dengan Microbacterium sp. 

galur ST2. Isolat ITJ.5 memiliki kemiripan 99% dengan Caulobacter segnis galur 

ATCC 21756 dan isolat ITJ.6 memiliki kemiripan 96% dengan Rhizobium 

grahamii galur CCGE 502. Lima isolat terpilih mampu menghasilkan Indole 

Acetic Acid (IAA) pada media pertumbuhan yang mengandung triptofan 1 mM 

dan tidak menunjukkan gejala hipersensitif pada daun tembakau. Dua dari lima 

isolat bakteri penambat nitrogen yaitu isolat ITJ.2 dan ITJ.7 mampu mereduksi 

gas asetilen menjadi etilen dengan konsentrasi 0.094 ppm dan 0.092 ppm.  

 

 

Saran 

 

Perlu dilakukan analisis lebih lanjut mengenai kemampuan isolat uji. 

dalam menghasilkan zat pemacu tumbuh IAA. Perlu dilakukan pengujian secara 

in vivo pada  pembibitan kelapa sawit untuk mengamati kemampuannya dalam 

menambat nitrogen dan memacu pertumbuhan bibit kelapa sawit sehingga dapat 

diketahui pengaruh yang dihasilkan oleh isolat bakteri. 
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LAMPIRAN 

 

 
Lampiran 1 Prosedur Isolasi DNA Genom Presto

TM
 Mini gDNA Kit (Geneaid) 

 

1.5mL Kultur cair bakteri 

Ditambah 180 µL GT bufer 

(Resuspensi) 

Pelet + 20 µL Proteinase K 

(resuspensi) 

Inkubasi 60 
o
C selama 10 menit 

Ditambah 200 µL GB bufer 

Vortex selama 10 detik 

Inkubasi pada suhu 70
 o
C 

selama 10 menit 

Sentrifugasi 14.000 rpm 

selama 1 menit 

Setiap 3 menit dibolak-balik 

Secara perlahan 

Ditambahkan 200 µL Etanol 

absolut 

Campuran dimasukkan ke 

dalam GD kolom 

Setiap 3 menit dibolak-balik 

Secara perlahan 
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 (Lanjutan Lampiran 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Buang tabung koleksi dan 

ganti dengan yang baru 

Buang cairan 

Ditambahkan 400 µL  W1 

bufer 

Sentrifugasi 14.000 rpm 

selama 2 menit 

Sentrifugasi 14.000 rpm 

selama 2 menit 

Sentrifugasi 14.000 rpm 

selama 2 menit 

Ditambahkan 600 µL Wash 

bufer 

Sentrifugasi 14.000 rpm 

selama 2 menit 

Buang cairan 

Sentrifugasi 14.000 rpm 

selama 3 menit 

Ditambahkan 100 µL Preheat 

bufer 

ng cairan 
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 Lampiran 2 Karakteristik morfologi bakteri penambat nitrogen yang diisolasi dari 

rhizosper tanah perkebunan kelapa sawit di Jambi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kode 

isolat 

Morfologi Koloni 
Bentuk 

sel 

Pewarnaan 

Gram Bentuk Warna Elevasi Tepi Densitas 
Diameter 

(mm) 

ITJ.2 Bulat Transparan Cembung Rata Transluen 0.4 mm Batang Negatif 

ITJ.3 Bulat Putih susu Cembung Tidak beraturan Keruh 0.2 mm Batang Negatif 

ITJ.4 Bulat Putih keruh Cembung Rata Keruh 0.2 mm Batang Negatif 

ITJ.5 Bulat Putih susu Cembung Rata Keruh 0.3 mm Batang Negatif 

ITJ.6 Bulat Putih keruh Cembung Rata Keruh 0.5 mm Batang Negatif 

ITJ.7 Bulat Transparan Cembung Rata Transluen 0.4 mm Batang Negatif 

ITJ.9 Bulat Transparan Cembung Rata Transluen 0.4 mm Batang Negatif 
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Lampiran 3 Hasil uji biokimia isolat penambat nitrogen 

No 
Kode 

isolat 

Uji Biokimia 

Indole Urea Sitrat MR VP PRGB TSIA 

1 ITJ.2 + + + - - + + 

2 ITJ.3 + + + - - + + 

3 ITJ.4 + + - - - - - 

4 ITJ.5 + - + - - + + 

5 ITJ.6 + - + - - + + 

6 ITJ.7 + + + - - + + 

7 ITJ.9 + + + - - + + 
Keterangan : + (positif), - (negatif), MR: Methyl Red, VP:, PRGB: Phenol Red Glucose Broth, 

TSIA: Triple Sugar Iron Agar 
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Lampiran 4 Sekuen isolat ITJ.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GCGTGGGAACATACCCTTTCCTGCGGAATAGCTCCGGGAAACTGGAAT

TAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGATTTATCGGGGAAGGATT

GGCCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGC

GACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTG

AGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA

CAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGC

CTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCG

GAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGA

AGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGG

CGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTG

CCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTCCG

AGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGA

AGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA

ATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATT

AAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGA

ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA

GCAACGCGCAGAACCTTACCAGCTCTTGACATTCGGGGTATGGGCATT

GGAGACGATGTCCTTCAGTTAGGCTGGCCCCAGAACAGGTGCTGCATG

GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA

GCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGG

GGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC

CTCATGGGCCCTTACGGGCTTGGGTACACACGTGCTACAATGGTGGTG

ACAGTGGGCAGCGAGACAGCGATGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCAT

CTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCG

CTAGTAATCGCAGATC 
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Lampiran 5 Sekuen isolat ITJ.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTTTCTACGGAATAACGCAGGGAAAC

TTGTGCTAATACCGTATAAGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGGAAA

GGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCA

AGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGG

ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT

TGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGA

AGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGACGGTA

ACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT

ACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACG

TAGGCGGACATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGCTCAACTCTGG

AACTGCCTTTGATACTGGGTGTCTAGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAA

TTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTG

GCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCG

TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG

ATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTTTACTGTTCGGTGGCGCATCTAACG

CATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAA

GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT 

TCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGG

ATTACGGAGACGTTTTCCTTCAGTTCGGCTGGATCGGAGACAGGTGCT

GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC

AACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTC

TAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTC

AAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGT

GGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAG

CCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGA

ATCGCTAGTAATCGCAGATCA 
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Lampiran 6 Sekuen isolat ITJ.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CCTGCCCTGGACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGTGTCTAATACTGG

ATATGAGCTCTCATCGCATGGTGGGGGTTGGAAAGATTTTTCGGTCTG

GGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTTACCA

AGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGG

ACTGAGACACGGCCCCAGACTCCTACGGGAGGCATCAGTGGGGAATA

TTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATG

ACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCAAGGAAGAAGCGAAAGTG

ACGGTACTTGCAGAAAAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC

GGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAG

AGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACCCGAGGCTCAAC

CTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGA

TTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAAC

ACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGC

GAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCCACCCC

GTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGTCCTTTCCACGGATTCCGTGAC

GCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCT

AAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGC

GGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACA

CGAGAACATCCCAGAAATGGGGGACTCTTTGGACACTCGTGAACAGG

TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC

CCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGG

GAACTCATGGGATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATG

ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACA

ATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCA

AAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCGACCTC 
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Lampiran 7 Sekuen isolat ITJ.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GCCCTTTGGTTCGGAACAACTCAGGGAAACTTGAGCTAATACCGGATG

TGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGCCATTGGAGCGGCCCGCGTCTGA

TTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCT

GGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAA

CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGC

CTGACGCAGCCATGCCGCGTGAATGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAA

TTCTTTCACCGGGGACGATAATGACGGTACCCGGAGAAGAAGCCCCG

GCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTT

GCTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGCGGACTGTTAAGTT

AGAGGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTTGGAATTGCCTTTGATACTGGC

AGTCTTGAGTACGGAAGAGGTATGTGGAACTCCGAGTGTAGAGGTGA

AATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACATACTG

GTCCGTTACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT

TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGTTGTCGG

CATGCATGCATGTCGGTGACGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG

GGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC

GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAAC

CTTACCACCTTTTGACATGCCTGGACCGCCACAGAGATGTGGTTTTCCC

TTCGGGGACTGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC

GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCGATTAG

TTGCCATCAGGTTTGGCTGGGCACTCTAATCGTACTGCCGGAGTTAAT

CNGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACAAGG

TGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGACTACAGAGGGCTGCAATCCC

GCGAGGGGGAGCCAATCCCTAAAAGTCGTCTCAGTTCGGATTGTTCTC

TGCAACTCGAGAGCATGAAG 
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Lampiran 8 Sekuen isolat ITJ.6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CGTACCCTTTTCTACGGAATAACCCAGGGAAACTTGGACTAATACCGTA

TGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGAAAAGGATCGGCCCGCGTTG

GATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAG

CTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGC

CTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAG

CTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGG

CTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGT

TCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGG

GGTGAAATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATC

TGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTC

GTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCAT

TACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC

CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTAT

ACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTAC

GGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG

GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCC

CTTGACATGCCAAGCTACCTGCAGAGATGCAGGGTTCCCTTCGGGGACT

TGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG

GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTT

AGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTG

GGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGT

GCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACAGCGATGTCGAGCTAA

TCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCAT

GAAGTTGGAATCGCTAGTAATC 
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Lampiran 9 Sekuen isolat ITJ.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AGTAACGCGTGGGAACATACCCTTTCCTGCGGAATAGCTCCGGGAAAC

TGGAATTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGATTTATCGGGGA

AGGATTGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACC

AAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGG

GACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA

TGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGA

AGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTA

TCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT

ACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACG

TAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGCTCAACTCTGGA

ACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAAT

TCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTG

GCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGT

GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA

TGAATGTTAGCCAGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACG

CATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAA

GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC

GAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCTCTTGACATTCGGGGTATGGGC

ATTGGAGACGATGTCCTTCAGTTAGGCTGGCCCCAGAACAGGTGCTGC

ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA

CGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTA

AGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA

GTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGG

TGACAGTGGGCAGCGAGACAGCGATGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCC

ATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAAT

CGCTAGTAATCGCAGATCA 
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Lampiran 10 Sekuen isolat ITJ.9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TACCCTTTCCTGCGGAATAGCTCCGGGAAACTGGAATTAATACCGCAT

ACGCCCTACGGGGGAAAGATTTATCGGGGAAGGATTGGCCCGCGTTG

GATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATA

GCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC

AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCA

AGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTA

AAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCC

CCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGC

GTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAG

TCAGGGGTGAAATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTG

GGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGT

GAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTAC

TGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG

ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTC

GGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCC

TGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC

CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGA

ACCTTACCAGCTCTTGACATTCGGGGTATGGGCATTGGAGACGATGTC

CTTCAGTTAGGCTGGCCCCAGAACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGC

TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCG

CCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTG

ATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTT

ACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGC

GAGACAGCGATGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATT

GCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAG 
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