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ABSTRAK 

Padi adalah makanan pokok mayoritas masyarakat Indonesia, secara tidak 

langsung berakibat pada peningkatan penggunaan pupuk, termasuk pupuk sintetis 

Nitrogen (N). Meskipun nitrogen sangat melimpah di atmosfir, namun nitrogen 

tidak dapat digunakan langsung oleh tanaman. Tanaman dapat memanfaatkan 

nitrogen di udara dengan bantuan bakteri tanah melalui proses fiksasi alami 

nitrogen, sehingga kebutuhan nitrogen dapat tercukupi. Oleh karena itu penelitian 

ini bertujuan untuk mengetahui genus bakteri yang memiliki gen nifH dan 

homologi gen nifH pada bakteri pemfiksasi nitrogen yang berasal dari rhizosfer 

tanaman padi di daerah pesisir. Tahap pertama adalah dicari bakteri tanah dari 

berbagai sumber dengan kriteria bakteri rhizosfer tanaman padi di wilayah 

bersalinitas tinggi, kemudian dikumpulkan data sekuens gen nifH dari situs 

www.ncbi.nlm.nih.gov lalu disimpan dalam format FASTA. Sekuens-sekuens 

tersebut dialignment dan dilakukan pendekatan antar spesies berdasarkan 

phylogenetic tree  dengan software Mega-X. Setelah itu dilakukan in silico 

menggunakan primer yang merujuk penelitian Bürgmann et al, (2003) dengan 

primer forward nifH-g1-forB dan primer reverse nifH-g1-rev. Berdasarkan 

phylogenetik tree, terlihat bahwa Acinetobacter sp. dan Paenibacillus durus 

memiliki homologi yang tinggi dengan A. chroococcum. Acinetobacter sp. dan 

Paenibacillus durus kemudian di in silico PCR di alamat web 

http://insilico.ehu.es/PCR/. Namun dari proses tersebut tidak ada band yang 

teramplifikasi. Genus bakteri yang diketahui memiliki sekuens gen nifH bakteri 

anggota genus Bacillus, Pseudomonas, Methylobacterium, Paenibacillus, 

Brevibacterium, Enterobacter, Staphylococcus, Streptomyces, Rhizobium, 

Pantoea, Bradyrhizobium, Azotobacter, Acinetobacter, dan Aeromonas. Sekuens 

gen nifH yang dimiliki oleh spesies-spesies dari rhizosfer perakaran padi di pesisir 

pantai menunjukkan berbagai tingkat homologi gen. 
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MOTTO 

 

Merendahlah engkau seperti bintang gemintang, berkilau dipandang 

orang. Tampak di atas air berriak, padahal ia tinggi memuncak. 

Jangan engkau seperti asap, yang mengangkat diri membubung meluap. 

Menuju angkasa raya padahal dirinya rendah hina. 

(Musa ibn ‘Ali Az Zarzary) 

 

Untuk jadi solusi, kadang tak cukup hanya karena ahli. 

Kita perlu merendahkan hati. 

(Salim A. Fillah)
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang 

Padi adalah makanan pokok sebagian besar masyarakat Indonesia. 

Kebutuhan masyarakat terhadap padi selalu meningkat berbanding lurus 

dengan pertambahan jumlah penduduk Indonesia sehingga produktivitas dan 

kualitas padi harus selalu dijaga dan ditingkatkan untuk dapat memenuhi 

kebutuhan masyarakat akan makanan pokok. Pengembangan tanaman padi 

sangat penting dilakukan untuk meningkatkan kualitas padi. Saat ini tanaman 

padi telah banyak dikembangkan, mulai dari padi tahan hama penyakit, padi 

tahan cekaman garam, dan padi tahan kekeringan.  

Kebutuhan padi akan unsur hara harus dicukupi dengan baik untuk 

menjaga kualitas padi. Salah satu unsur hara yang penting bagi tanaman 

adalah nitrogen. Nitrogen merupakan komponen terbesar penyusun atmosfer. 

Konversi Nitrogen di atmosfer secara biologis paling besar diubah oleh 

tanaman dan hewan, yang berkontribusi sekitar 100-290 Tg N per tahun ke 

biosfer (Cleveland et al., 1999). Duan et al. (2012) menyatakan bahwa 

kebutuhan tanaman akan nitrogen lebih tinggi dibandingkan dengan unsur 

hara lainnya. Kekurangan suplai nitrogen dapat mengakibatkan pertumbuhan 

tanaman tidak optimum karena nitrogen merupakan faktor pembatas bagi 

produktivitas tanaman.  
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Kebutuhan unsur Nitrogen yang dianggap sangat penting ini 

menyebabkan pemakaian pupuk sintetis Nitrogen (N) makin meningkat setiap 

tahun. Fakta tersebut mengindikasikan terjadinya penurunan efisiensi 

pemupukan dengan menggunakan pupuk sintetis. Berbagai teknik pemupukan 

dikembangkan untuk memenuhi kebutuhan hara berupa unsur N, namun 

efisiensi penggunaan pupuk N dianggap masih belum optimal (Saraswati & 

Sumarno, 2008). Sebagai alternatif pemupukan, banyak pula dikembangkan 

pupuk-pupuk yang ramah lingkungan seperti pupuk hayati (biofertilizer). 

Meskipun nitrogen sangat melimpah di atmosfir, namun nitrogen tidak 

dapat digunakan secara langsung oleh tanaman. Fiksasi alami nitrogen dari 

atmosfir dapat dilakukan bakteri tanah agar ketersediaan unsur nitrogen 

tanaman tetap tercukupi meskipun tumbuh di wilayah marjinal dengan 

kandungan unsur hara yang sangat rendah seperti pesisir pantai. Salah satu 

bakteri yang dapat melakukannya adalah rhizobakteria (Handayanto & 

Hairiah, 2007). Rhizobakteria merupakan bakteri yang hidup di daerah 

perakaran (rhizosfer) tanaman yang memiliki kemampuan mengikat nitrogen 

bebas di udara dan mereduksinya menjadi senyawa amonia. Kemampuan 

bakteri tersebut untuk melakukan penambatan nitrogen disebabkan oleh 

aktivitas nitrogenase yang di produksi oleh kelompok bakteri tersebut 

(Dwijoseputro, 1998). 

Biological nitrogenase fixation (BNF) dapat dilakukan oleh bermacam-

macam kelompok organisme tapi terbatas pada kelompok bakteri dan archaea 

yang diketahui sebagai diazotrof. Subunit nitrogenase dan subunit nitrogenase 
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reduktase dikode oleh gen nifH yang memiliki banyak macam variasi sekuens 

yang tersedia dan dapat digunakan sebagai marker untuk menganalisis 

komunitas bakteri yang dapat memfiksasi N2 di berbagai macam lingkungan 

(Zehr et al., 2003, Raymond et al., 2004).  

Gen nifH menyandi subunit yang menyusun enzim nitrogenase. Gen ini 

juga dapat digunakan sebagai penanda untuk mengetahui distribusi dan 

keanekaragaman bakteri diazotrof tanpa kultivasi. Hasil penelitian yang telah 

dilakukan Ueda et al., (1995) membuktikan keanekaragaman tipe sekuens gen 

nifH di tanah sama dengan banyaknya keanekaragaman bakteri diazotrof yang 

belum teridentifikasi. Bakteri  fiksasi nitrogen biasanya ada di permukaan 

atau di dalam akar. Gen nifH ini kemungkinan ada di area yang sering 

terendam air (Ueda et al., 1995). 

Gen nifH sering digunakan sebagai penanda molekuler suatu mikrobia 

yang dapat memfiksasi nitrogen karena memiliki data sekuen non-ribosomal 

terbesar dari berbagai mikrobia. Selain itu gen ini telah berhasil diamplifikasi 

dengan berbagai jenis primer dengan sampel yang berasal dari lingkungan 

maupun mikrooganisme secara langsung. Gen nifH memperlihatkan keunikan 

filogenetik sehingga dapat dibuat hubungan kekerabatan dari mikrobia 

diazotrof (Hsu & Buckley, 2009). Gen nifH juga dapat digunakan sebagai 

dasar studi ekologi dan evolusi bakteri fiksasi nitrogen (Gaby & Buckley, 

2014). Informasi mengenai bakteri yang berasosiasi (simbiotik dan non-

simbiotik) dengan perakaran tanaman padi yang memiliki gen fungsional 

seperti gen nifH belum banyak diketahui. Salah satu metode yang dapat 
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digunakan untuk mengetahui ekspresi gen tertentu oleh mikrobia diperlukan 

cara isolasi mikrobiologis (kultur mikrobiologis). Menurut Sekiguchi (2006), 

hanya 1% mikrobia dari alam  yang dapat dikulturkan, sedangkan 99% lainya 

masih tidak bisa dikulturkan pada media buatan. Kesulitan dan keterbatasan 

terkait dengan teknik kultivasi ini dapat diatasi melalui pendekatan secara 

metagenomik dan metatranskriptomik.  

Beberapa penelitian tentang rhizobakteria tanah pesisir pantai telah 

dilakukan di Jawa Barat. Dampak peningkatan permukaan air laut yang besar 

terhadap sektor pertanian di daerah pesisir memerlukan upaya untuk 

mengantisipasi lahan salin melalui strategi mitigasi dan adaptasi lahan 

tersebut. Upaya untuk menyiasati adanya dampak salinitas pada lahan sawah 

daerah pesisir dari aspek mikrobiologis belum banyak dilakukan. Salah satu 

peran mikrobiologis yang dapat dimanfaatkan untuk menyiasati permasalahan 

tanah salin daerah pesisir dengan memanfaatkan keberadaan bakteri yang 

mampu menyediakan unsur hara utama bagi tanaman, seperti unsur nitrogen 

(Susilowati & Mamik, 2015). 

Penelitian yang dilakukan oleh Susilowati (2015) menyatakan bahwa 

sebagian besar bakteri penambat N2 pada rhizosfer mungkin juga disebabkan 

oleh faktor asosiasi inang. Bakteri yang diduga sebagai penambat N2 diseleksi 

berdasarkan kemampuan tumbuhnya di media selektif semi padat tanpa 

nitrogen atau Nitrogen free Bromthymol Blue (NfB). Dua belas jenis bakteri 

memiliki kemampuan memfiksasi N2 dari tanah pesisir Subang dan 20 jenis 

bakteri dari tanah pesisir Indramayu. Genus-genus seperti Bacillus, 
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Brevibacterium, Streptomyces, Rhizobium, Aeromonas, Enterobacter, 

Pantoea, Staphylococcus, Acinetobacter, Pseudomonas, Providencia, dan 

Sinomonas. Ding et al., (2005), menyatakan bahwa bakteri Bacillus 

marisflavi yang diisolasi dari akar tanaman padi di daerah Beijing diketahui 

memiliki sekuens gen nifH berdasarkan hasil amplifikasi menggunakan PCR 

Beberapa penelitian telah membuktikan bahwa spesies Bacillus subtilis 

memiliki kompleks nitrogenase sehingga dapat melakukan penambatan 

nitrogen dari udara. Salah satu penelitian yang membuktikan hal tersebut 

adalah penelitian yang dilakukan oleh Kobayashi et al., (1995) yang 

menyatakan bahwa Rhodopseudomonas capsulatus dapat melakukan 

penambatan nitrogen yang lebih besar ketika diinokulasi bersama dengan B. 

subtilis. Hal tersebut menunjukkan bahwa B. subtilis memiliki sekuens 

penyandi nitrogenase sehingga mampu untuk meningkatkan jumlah nitrogen 

terfiksasi dari lingkungan. Beberapa bakteri telah berhasil teridentifikasi 

memiliki sekuens gen nifH seperti bakteri dari genus Acinetobacter, 

Bradyrhizobium, Comamonas, Lysobacter, Methylobacterium, Pseudomonas 

dan Sphingomonas yang merupakan Proteobacteria, Bacillus, Clostridium, 

Paenibacillus, dan Brevibacterium sp.  

Proses fiksasi nitrogen bebas dipengaruhi oleh gen-gen yang dimiliki 

bakteri tanah, terutama rhizobakteria dalam jalur biosintesisnya. Gen-gen 

tersebut perlu diketahui guna untuk memperoleh informasi gen apa saja yang 

berperan dalam proses fiksasi nitrogen bebas. Studi terhadap gen-gen tersebut 

dilakukan secara komputasi pada database yang memuat berbagai informasi 
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gen target guna untuk mengetahui karakteristik serta fungai gen-gen tersebut 

sehingga dapat dilakukan analisis homologi gen bakteri penyandi enzim 

penfiksasi nitrogen. Analisis homologi gen nifH secara tidak langsung dapat 

memberikan gambaran bakteri yang memiliki kemampuan fiksasi Nitrogen, 

khususnya pada area rhizosfer tanaman padi di daerah pesisir. Dengan 

demikian penelitian ini dapat digunakan sebagai acuan penelitian berikutnya 

untuk mengisolasi bakteri pemfiksai nitrogen di alam. Selain itu hasil 

penelitian ini dapat dimanfaatkan sebagai dasar untuk melakukan penelitian 

secara mikrobiologi maupun genetika tentang bakteri pemfiksasi nitrogen, 

khususnya di Indonesia.  

B. Rumusan Masalah 

1. Genus bakteri apa saja yang diketahui memiliki sekuens gen nifH yang 

berasal dari area rizosfer tanaman padi di daerah pesisir? 

2. Bagaimana homologi gen nifH pada bakteri pemfiksasi nitrogen yang 

berasal dari rizosfer tanaman padi di daerah pesisir? 

C. Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui genus bakteri yang memiliki sekuens gen nifH yang 

berasal dari area rhizosfer tanaman padi di daaerah pesisir.   

2. Untuk mengetahui homologi gen nifH pada bakteri pemfiksasi nitrogen 

yang berasal dari rhizosfer tanaman padi di daerah pesisir. 
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D. Manfaat Penelitian 

Penelitian ini bermanfaat untuk mengetahui keberadaan dan potensi  

mikroorganisme yang mampu memfiksasi nitrogen khususnya pada perakaran 

padi di daerah pesisir. Informasi mengenai potensi tersebut dapat 

dimanfaatkan secara lebih aplikatif, misalnya pemanfaatan mikroba rizosfer 

padi yang dikembangkan lebih lanjut sebagai pupuk hayati untuk 

meningkatkan produktivitas pertanian secara umum di area pesisir atau pada 

lahan dengan salinitas tinggi. 
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BAB V 

PENUTUP 

A. Kesimpulan 

1. Genus bakteri yang diketahui memiliki sekuens gen nifH yang berasal 

dari area rizosfer tanaman padi di daerah pesisir diantaranya adalah 

bakteri anggota genus Bacillus, Pseudomonas, Methylobacterium, 

Paenibacillus, Brevibacterium, Enterobacter, Staphylococcus, 

Streptomyces, Rhizobium, Pantoea, Bradyrhizobium, Azotobacter, 

Acinetobacter, dan Aeromonas. 

2. Gen nifH yang dimiliki oleh spesies-spesies dari rhizosfer perakaran 

padi di pesisir pantai diketahui menunjukkan berbagai tingkat homologi 

gen. 

 

B. Saran 

Penelitian ini perlu adanya penelitian molekuler sebagai penelitian 

tindak lanjut tentang keberadaan gen nifH pada bakteri penambat nitrogen 

yang berada di lingkungan salinitas tinggi. Selain itu perlu adanya penanda 

spesifik gen nifH yang general sehingga dapat digunakan untuk 

mendeteksi keberadaan gen nifH di semua organisme. 
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