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ISOLATION, CHARACTERIZATION, AND IDENTIFICATION OF 
NONSYMBIOTIC NITROGEN-FIXING BACTERIA IN ULTISOLS 

SOIL IN SOME REGIONS IN SOUTH SUMATRA

By

MIRA OLLYVIANTI 
08101004032

Abstract

Isolation, characterization, and identification of non-symbiotic nitrogen-fixing 
bacteria was performed to obtain the isolates of non-symbiotic nitrogen-fixing bacteria 
from ultisols soil and to identify the genus. This research was conducted ffom February 
until August 2014 in the laboratory of Microbiology, Biology major, faculty of 
Mathematics and Natural Science, Sriwijaya University. Sample of ultisols soil were taken 
from the regions of Ogan Ilir, Prabumulih and Kayu Agung. Soil used as sample to 
analyzed were taken at depths of 0, 15 and 30 cm. Isolation were done with the use of 
medium Nutrient Agar (NA) and the selection was done with the use of medium LGI. After 
that, the characterization process began. This included the colony morphology, bacterial 
cells, and the nature of the bacterial physiology. The study design used was Completely 
Randomized Design (CRD) with the treatment using types of isolates. Data analyzed were 
using analysis of variance in Statistics program version 8.0. If the result showed significant 
difference, then Duncan New Multiple Range Test (DNMRT) conducted with a 0.05. The 
basic characters of isolates then matched with the chosen genus. After that, dendogram 
created by using cluster analysis to determine the percentage of similarity with the chosen 
genus. From the analysis, it was found that there were 8 bacterial isolates that have high 
potential to tie up free nitrogen in the air within the biggest colony diameter of 9.72 mm by 
isolate P9. Based on the result of cluster analysis that isolate Ki had the similarity 
percentage with genus Dencia 82%, isolate K3 with ganus Beijerinckia 54%, isolate O3 with 
genus Erwinia 46%, isolate 06 with genus Pseudomonas 83%, isolate P2 with genus Dencia 
82%, isolate P3 with genus Bacillus 64%, isolate P8 with genus Dencia 48%, and isolate P9 
with genus Derxia 89%.

Key words: isolation, selection, characterization, non-symbiotic nitrogen-fixing bacteria, 
ultisols soil
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Abstrak

Isolasi, karakterisasi dan identifikasi bakteri penambat nitrogen non simbiotik dari 
tanah ultisol di beberapa wilayah di Sumatera Selatan dilakukan untuk mendapatkan isolat 
bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik dari tanah ultisol dan mengidentifikasi sampai 
tingkat genus dari isolat bakteri penambat nitrogen tersebut. Penelitian ini telah 
dilaksanakan pada Februari sampai Agustus 2014 bertempat di Laboratorium Mikrobiologi, 
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Sriwijaya. 
Sampel tanah ultisol diambil dari wilayah Ogan Ilir, Prabumulih, dan Kayu Agung. 
Masing-masing wilayah diambil sampel dengan kedalaman 0, 15, dan 30 cm. Isolasi 
dilakukan dengan menggunkan medium Nutrien Agar (NA) dan seleksi bakteri penambat 
nitrogen nonsimbiotik dilakukan dengan menggunakan medium LGI. Selanjutnya 
dilakukan karakterisasi yang meliputi morfologi koloni dan sel bakteri serta sifat-sifat 
fisiologi bakteri. Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap 
(RAL) dengan perlakuan berupa jenis isolat. Data dianalisis menggunkan Analisis varian 
pada program Statistic 8.0, jika berbeda nyata maka dilanjutkan dengan uji DNMRT 
dengan a 0,05. Karakter masing-masing isolat yang diperoleh dicocokkan dengan genus 
yang terpilih dan dibuat dendogram menggunakan clusler analysis untuk mengetahui 
persen kemiripan isolat terhadap genus yang terpilih. Hasil penelitian didapatkan delapan 
isolat bakteri yang berpotensi tinggi dalam menambat nitrogen bebas di udara dengan 
diameter koloni terbesar yaitu 9,72 mm pada isolat P9 . Berdasarkan hasil cluster analysis 
diketahui bahwa isolat Ki memiliki kesamaan dengan genus Denda sebesar 82%, K3 - 
memiliki kesamaan dengan genus Beijerinckia sebesar 54%, O3 memiliki kesamaan dengan 
genus Erwinia sebesar 46%, 06 memiliki kesamaan dengan genus Pseudomonas sebesar 
83%, P2 memiliki kesamaan dengan genus Derxia sebesar 82%, P3 memiliki kesamaan 
dengan genus Bacillus sebesar 64%, Pg memiliki kesamaan dengan genus Denda sebesar 
48%, dan P9 memiliki kesamaan dengan genus Denda sebesar 89%.

Kata Kunci : isolasi, seleksi, karakterisasi, bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik, tanah 
ultisol
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BABI

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Sumatera Selatan umumnya memiliki lahan yang didominasi oleh ultisol dengan 

permasalahan rendahnya kesuburan fisika, kimia, dan biologi tanah serta peka terhadap 

erosi (Nurul et.al., 2010: 772). Di Sumatera Selatan tanah ultisol mempunyai luas 

sekitar 1.600.000 ha, tanah ini dapat dijumpai pada berbagai relief, mulai dari datar

hingga bergunung (Prasetyo & Suradikarta, 2006: 39).

Kandungan hara ultisol pada umumnya rendah oleh adanya pencucian yang 

berlangsung intensif. Rendahnya kandungan bahan organik pada ultisol 

disebabkan oleh proses dekomposisi berjalan cepat dan sebagian terbawa erosi 

(Prihastuti, 2012: 105). Berdasarkan hasil penelitian dari para ahli didapatkan bahwa 

selama masa pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan, dibutuhkan sebanyak 16 

unsur hara essensiai yang dapat dibagi menjadi unsur hara makro (N, P, K, Ca, Mg, 

dan S) dan mikro (Fe, Mn, Bo, Mo Cu, Zn, Cl, dan Co). Unsur hara makro diperlukan 

tumbuhan dalam jumlah yang relatif banyak, sedangkan unsur hara mikro juga 

pentingnya dengan unsur hara makro akan tetapi kebutuhan tumbuhan terhadap zat-zat 

ini hanya sedikit (Sutejo, 2010: 14).

Tumbuhan memerlukan unsur hara seperti nitrogen untuk pertumbuhan dan 

perkembangan. Nitrogen adalah unsur hara yang esensial untuk nutrisi tanaman yang 

berfungsi sebagai komponen protein, asam nukleat, dan klorofil. Oleh karena itu unsur 

nitrogen ini sangat penting dalam pertumbuhan tanaman, namun unsur hara ini

sama
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umumnya defisiensi di dalam tanah, kondisi ini memberi andil menurunnya produksi 

pertanian di dunia. Kekurangan unsur nitrogen dapat disuplai melalui pupuk kimia 

dari proses penambatan nitrogen secara biologi, yaitu suatu proses 

penambatan N2 atmosfer (yang merupakan bentuk tidak tersedia) oleh adanya asosiasi 

tanaman legum dan bakteri tanah yang besimbiosis serta penambatan nitrogen yang 

dilakukan oleh bakteri yang hidup bebas (Purwantari, 2008: 11).

Penggunaan pupuk kimia seperti pupuk urea merupakan salah satu upaya yang 

dapat dilakukan untuk memenuhi kebutuhan nitrogen yang diperlukan oleh tumbuhan, 

namun jika dilakukan penambahan pupuk urea secara terus menerus akan memberikan 

efek buruk yaitu dapat menurunkan kualitas tanah (Sutejo, 2010: 15). Salah satu 

alternatif yang dapat dikembangkan untuk mengatasi masalah-masalah tersebut adalah 

penggunaan pupuk organik yang mengandung mikroba activator atau dikenal dengan 

pupuk hayati (biofertilizer).

Pupuk hayati didefinisikan sebagai sebuah komponen yang mengandung 

mikroba untuk meningkatkan ketersediaan hara bagi tanaman. Pupuk tersebut 

mengandung mikroorganisme hidup yang diberikan ke dalam tanah sebagai inokulan 

untuk membantu menyediakan unsur hara tertentu bagi tanaman. Pupuk hayati juga 

membantu usaha mengurangi pencemaran lingkungan akibat penyebaran hara yang 

tidak diserap tanaman pada penggunaan pupuk anorganik (Simanungkalit, 2001: 56). 

Di dalam tanah telah terkandung bakteri yang mempunyai peran sebagai pengikat N2 

di udara yang hidup bebas. Oleh karena itu, sebagian besar nitrogen yang terdapat 

dalam tanaman berasal dari penambatan mikroorganisme prokariot atau bakteri 

(Salisbury & Ross, 1992: 114).

maupun
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Beberapa jenis bakteri yang berbeda telah ditemukan dapat menambat nitrogen 

langsung yaitu Azotobacter dan Clostridium (Foth, 1998: 534). Dengan 

penggunaan pupuk hayati maka pemanfaatan bakteri yang sudah terdapat dalam tanah 

tersebut dapat dimaksimalkan peranannya dalam mengikat N2 yang terdapat di udara. 

N2 tersebut akan difiksasi oleh bakteri sehingga membentuk nitrat (N03") atau amonia 

(NH3) sesuai dengan kebutuhan tanaman (Anonim, 2013: 1). Untuk meningkatkan 

ketersediaan unsur nitrogen yang diperlukan oleh tanaman dengan penggunaan pupuk 

hayati, maka perlu dilakukan isolasi serta identifikasi jenis-jenis bakteri yang mampu 

menambat nitrogen secara langsung.

secara

1.2. Rumusan Masalah

Sumatera Selatan umumnya memiliki lahan yang didominasi oleh tanah ultisol

yang mempunyai beberapa kelemahan karena mengandung bahan organik dalam

jumlah sedikit, bersifat masam, dan kandungan nitrogen yang rendah. Penggunaan 

pupuk hayati merupakan salah satu alternatif dalam penyediaan nitrogen yang 

dibutuhkan oleh tanaman dengan memanfaatkan bakteri penambat nitrogen. 

Berdasarkan uraian di atas, masalah dalam penelitian ini adalah apakah terdapat 

bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik pada tanah ultisol dan termasuk dalam jenis 

apakah bakteri penambat nitrogen tersebut.

1.3. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat bakteri penambat nitrogen 

nonsimbiotik dari tanah ultisol dan mengidentifikasi sampai tingkat genus dari isolat 

bakteri penambat nitrogen tersebut.
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1.4. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan diperoleh isolat bakteri penambat nitrogen

nonsimbiotik dari tanah ultisol yang dapat diuji lebih lanjut untuk diaplikasikan pada

tanah ultisol, baik berupa pupuk hayati maupun dalam bentuk isolat mumi.
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