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Nitrogen

ase Activity and Symbiotic Effectiviness of Azospirillum sp. with Corn. me owt of four

bundred and forty five isolates of Azospirillum from plant roots and rhizospheres of Digitaria sp.,
Oryza sativa, Saccharum officinarum, Pennicetum purpureum, and Zea mays that were selected
randomly were tested for their sbility to fix nitrogen on' the bases of their Acetylene Reduction

Activity (ARA).

All isolates showed their capability to reduce acetylene, and cach isolate had

different ARA depending on its origin and hosts. Ten selected isolates with - high ARA were
inoculated to Zea mays to test their simbiotic effectlyity measured onm the bases of host plant
development and its dry weight. ‘Blomass proeduced by four isolates was higher than those of coutrol.
Furthermore, ARA did ot correlate with simbiotic activity.

PENDAHULUAN

.- Azospirilium: sp. diisolasi pertama kali dari permukaan
akar rumput-rumputsn makanan térnak dan beberapa tanaman
sercalia (Gamo, 1991). Selain pada Gramineae, Azospirillum
sp. dapat juga diisolasi dari rizosfer non Gramineae (Gamo
. dan Ahn, 1991).

Azospirillum sp. terdapat di tanah sekitar akar, pcnnukaan
akar dan di dalam akar (Venkateswnrlu dan Rao, 1983).
Pertumbuhan. Azospirillum sp. sangat baik pada medium yang
mengandung asam malat, asam suksinat atau asam piruvat,
dan cukup baik pada medium yang mengandung galaktosa dan
asctat, sedangkan padas medium yang mengandung glukosa
dan asam sitrat annya kurang baik (Okon ef al,
1976; Konde dan Mahendale, 1984).

Asosiasi antara Azospirillum sp. dengan tanaman diduga
bersifat simbiosis karena Azospirillum sp. menggunakan
senyawa malat sebagai sumber karbon untuk pertumbuhannya.
Dugaan ini diperkuat dengan adanya aktivitas nitrogenase
Azospirillum sp. yang tumbuh dalam kalus tebu (Berg ef al,
1980). Keadsan tersebut analog dengan Rhizobium sp. yang
tumbuh pada kalus kedelai (Bednarski dan Reporter, 1978).

Azospirillum. sp. menambat nitrogen pada kondisi
mikroserofil. Nitrogen yang ditambat tersebut akan diserap
oleh tanaman dalam bentuk NO3  dan NH4' (Rao, 1982).
Selain mempunyai kemampuan untuk menambat N2,
Azospirillum sp. mampu menghasilkan zat pengatur tumbuh
seperti IAA (Indol Acetic Acid), giberelin, auksin, serta
senyawa yang menyerupai sitokinin (Venkateswarlu dan Rao,
1983). :

Dari percobaan ini telah diperoleh beberapa isolat
Azospirillum sp. dari thizosfer dan akar beberapa tanaman,
yang kemudian diuji aktivitas enzim nitrogenasenya dengan

cara reduksi asetilena (Aktivitas Reduksi Asetilena = ARA).

*Penulis untuk korespondensi

~ Selsin itu juga diuji pengarvhnya terbadap pertumbuban
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jagung (Zea mays). Isolat-isolat Azospirillum sp. tersebut
dapat dipakai sebagai sumber plasma nutfah untuk penelitian
selanjutnya.

BAHAN DAN METODE

Pengambilan Contoh, Contoh tanah diambil dari daerah
rhizosfer beserta akar tanamannya. Contoh tanah tersebut
dimasukkan ke dalam kantung-kantung plastik dan diberi label
yang menyatakan nomor sandi contoh tanah yang memberikan
keterangan mengenai lokasi dan waktu pengambilannya.

Isolasi Azospirillum sp. Metode isolasi yang dipakai yaitu
metode penyuburan yang menggunakan medium semipadat
Nfb (Nitrogen free bromthymol) (Dobereiner et al, 1976).
Beberapa potongan kecil akar (0.5-1.0 cm) dicuci meng-
gunakan deterjen sampai bersih. Setelah potongan akar
tersebut dibilas dengan air steril . sebanyak tiga kali,
diinokulasikan ke dalam medium semipadat Nfb. Untuk
isolasi dari tanah, beberapa miligram contob tanah diinoku-
lasikan ke dalam medium semipadat Nfb. Setelah diinkubasi
selama dua sampai empat hari pada suhu kamar (28-30°C),
pembentukan pellicel di bawah permukaan medium diamati.
Apabila pellice] terbentuk, biakan digoreskan dengan metode
kuadran pada medium agar cawan Nfb yang mengandung
ekstrak khamir, amonium klorida dan congo red (Okon et al,
1977). Koloni yang tumbuh terpisah dan menunjukkan
morfologi koloni yang berbeda diamati menggunakan
mikroskop dengan perbesaran 1000 kali. Koloni-koloni yang
terdiri dari sel yang berbentuk spiral diinokulasikan ke dalam
medium sémipadat Nfb. Setelah diinkubasi, pellicel yang -
terbentuk diamati dan biakan disimpan pada medium agar
miring.
Aktivitas Nitrogenase. Kemampuan isolat-isolat mensm- .
bat N2 diukur berdasarkan aktivitas nitrogenase dalam
mereduksi asetilena (Barber et al., 1976). Pengukuran ARA
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dilakukan pada isolat berumur empat hari yang dibiakkan
dalam medium semipadat Nfb. Udara yang ada di dalam
kultur dibuang, kemudian asetilena dengan volume yang sama
dengan volume udara yang dibuang diinjeksikan ke dalamnya.
Setelah diinkubasi selama satu jam, reduksi asetilena diukur
menggunakan alat Kromatografi Gas.

Pengujian Efektivitas Simbiotik. Pengujian efektivitas
simbiotik dilakukan dengan cara menanam jagung pada pot-
pot yang berisi tanah yang sudah disterilisasi menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C selama satu jam. Tanah yang
digunakan adalah tanah jenis regosol. Pupuk P dan K
diberikan pada setiap pot dengan dosis standar yang
dianjurkan. Daerah perakaran diinokulasi dengan satu mililiter
suspensi (10-10° sel/ml) isolat Azospirillum sp. Peubah yang
diamati ialah tinggi dan berat kering tanaman pada umur lima
minggu,

Sebagai kontrol digunakan jagung yang diberi perlakuan
pupuk N dengan seperempat dosis standar dan tanpa
diinokulasi biakan, serta perlakuan tanpa pupuk N dan tanpa
diinokulasi biskan. Jagung yang digunakan ialah jagung
hibrida Pioneer. Percobaan disusun menggunakan Rancangan
Acak Lengkap dengan tiga ulangan. Setiap isolat bakteri
dianggap sebagai satu macam perlakuan.

HASIL

Pengambilan Contoh dan Perolehan Isolat Azoprilillum
sp.. Isolasi dilakukan dari 80 contoh dalam bentuk tanah
rizosfer dan akar Gramineae, yaitu padi (Oryza sativa), jagung
(Zea mays), tebu (Saccharum officinarum), Digitaria sp., dan
rumput gajah (Pennicetum purpureum). Jumlah isolat
Azospirillum sp. yang diperoleh sebanyak 445 isolat terdiri
atas 243 jsolat berasal dari tanah rizosfer dan 202 isolat dari
akar (Tabel 1).

Tabel 1. Hasil Isolasi Azospirillum sp. dari Beberapa Dacrah di

Pulau Jawa «
Kabupaten Contoh Jumlsh Isolat
Propinsi Rizosfer
/Akar Tanah Rizosfer Akar
Dacrah Bantul 16 58 49
Istimewa Sleman 19 65 24
Yogyakarta  Kulonprogo 7 25 29
(DY)

42 148 102
Jawa Jepara 6 10 9
Tengah Demak 5 7 8
11 17 17
Jawa Bogor 16 43 47
Barat Sukabumi 8 26 27
24 69 74
Jawa . Nganjuk 1 3 3
Timur Jombang 1 3 '3
Mojokerto 1 3 3
3 9 9
Jumlah ’ 80 243 202
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Pengukuran Aktivitas Nitrogenase. Sebanyak S0 isolat
yang dipilih secara acak diukur aktivitas nitrogenasenya secara
tidak langsung dengan metode Aktivitas Reduksi Asetilena
(ARA). Nilai ARA yang diukur bervariasi dari 5.70 nmol
C;Hs/jam sampai 82.31 nmol C;Hy/jam (Tabel 2).

Bila dikelompokkan berdasarkan jenis tanaman sumber
isolatnya, nilai ARA rata-rata dari isolat asal tebu, padi, ja-
gung, Digitaria, dan rumput gajah masing-masing ialah 36.64,
24.83, 17.16, 12.15, dan 12.14 nmol C2Ha/jam (Tabel 3).

Efektivitas Simbiotik. Sepuluh isolat yang mempunyai
nilai ARA tertinggi dipilib untuk diuji pengarubnya terhadap
pertumbuhan jagung. Kesepuluh isolat tersebut ialah T1, T2,
T3, dan T4 (dari tebu), P1, P2, dan P3 (dari padi), dan J1, J2,
dan J3 (dari jagung). Empat isolat yang berpengaruh terhadap
berat kering akar yaitu isolat P1, P2, P3, dan J1. Dari empat
isolat tersebut, tiga isolat berpengaruh terhadap berat kering
tajuk yaitu isolat P1, P2, dan P3 (Tabel 4).

Tabel 2. Aktivitas Reduksi Asetilena Lima Puluh Isolat
Azospirillum sp.

Sandi Aktivitas Reduksi Sandi Aktivitas Reduksi

Isolat® Asetilena® Isolat Asetilena®

(nmol C;H4/jam) (nmol CzHy/jam)

T1 82.31 Rg! 14.00

Pl 64.38 - P6 13.73

T2 63.37 J13 13.64

n 58.70 P7 13.51

T3 53.17 J14 13.43

P3 49.10 P8 13.42

J1 47.02 P9 13.06

T4 46.38 J1s 13.03

TS 40.98 T8 13.01

Té6 34.85 J16 12.70

P4 32.89 Ru2 12.38

J2 27.09 Ru3 12.35

J3 20.55 Rg2 12.35

PS 16.95 J17 12.27

J4 16.11 J18 10.27

15 15.73 J19 10.15

T3 1491 Y 10.09

J6 14.86 Rg3 10.06

J7 14.68 Ru4 9.17

R1 14.68 P10 9.16

J8 14.66 J20 8.28

J9* 14.23 T10 7.35

J10 14.22 P11 7.09

Ji1 14.16 P12 5.94

J12 14.06 J21 5.70

“T: tebu, P: padi, J: jagung, R: rumput gajah, Ru: rumput Digitaria
b per tabung reaksi berisi 10 ml biakan dalam medium Nfb yang
berumur empat hari

Tabel 3. Hasil Uji Aktivitas Reduksi Asetilena Isolat Azospirillum
sp. Berdasarkan Jenis Tanaman

Aktivitas Reduksi Asetilena

Jenis Tanaman  Jumlah (nmol CaH4/tabung/jam)
Asal Isolat Isolat
Rata-rata Minimum Maksimum
Tebu 10 36.64 7.35 82.31
Padi 12 24.83 5.94 58.70
Jagung 21 17.16 5.70 47.02
Digitaria 4 12.15 9.17 14.68

Rumput gajah 3 12.14 10.06 14.00
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Tabel 4. Nilai Rata-Rata Tinggi dan Berat Kering Jagung Umur
Lima Minggu yang Diinokulasi dengan Sepuluh Isolat
Azospirillum sp. Terpilih .

Tinggi Berat kering tanaman (g)
Isolat Tanaman

(cm) Akar Tajuk
P1 47.5 ab 3.12ab 5.87ab
P2 43.0a 1.85 ab 4.03 ab
P3 400a 2.30ab 4.12 b
1 : 45.5 ab 1.85ab 403a
J2 29.0 1.33a 291a
J3 365a 1.34 3.09a
T1 33.0 1.37a 2.69a
T2 32.5 1.14a 2.20
T3 40.5a 1422 3.57a
T4 31.0 0.74 a 2.38
KN 390a 1.11a 2.88a
KO 30.5 0.50 1.43

KN: kontrol dengan pupuk N, KO: kontrol tanpa pupuk N

Angka yang diikuti huruf a pada setiap kolom berbeda nyata
dengan perlakuan KO berdasarkan uji BNT pada taraf 5%.

Angka yang diikuti huruf b pada setiap kolom berbeda nyata
dengan perlakuan KN berdasarkan uji BNT pada taraf 5%.

PEMBAHASAN

Medium isolasi yang digunakan ialah medium semipadat
Nfb dengan sumber karbon asam malat. Keadaan medium
yang semipadat ini dapat membuat kondisi
mikroaerofil sehingga dalam lingkungan tersebut Azospirillum
sp. mampu menambat N2. Pertumbuban tersebut ditandai
dengan terbentuknya pellicel di bawah permukaan medium
{Okon et al.; 1977).

Azospirillum sp. dapat diisolasi dari tanah rizosfer dan
akar. Menurut beberapa peneliti Azospirillum sp. termasuk
bakteri diazotrof yang endorizosfer karena mampu menembus
epidermis dan Kkorteks akar dengan membentuk kapsul di
dalamnya (Berg ef al., 1980; Reinhold et al, 1986).

Kemampuan tiap-tiap isolat Azospirillum sp. dalam
mereduksi asetilena (menambat N>) berbeda-beda, bahkan
isolat yang berasal dari satu tanaman dapat menunjukkan
perbedaan. Sampai saat ini sudah diketabui tiga spesies
Azospirillum berdasarkan sumber karbon yang digunakan
untuk pertumbubannya yaitu Azospirillum lipoferum, A.
brasilense, dan A. amazone. Azospirillum lipoferum dapat
menggunakan sumber karbon glukosa, sedangkan A.
brasilense tidak dapat menggunakan sumber karbon glukosa
(Konde dan Mahendale, 1984). Perbedaan penggunaan sumber
karbon tersebut menyebabkan keberadaannya di alam sangat
ditentukan oleh kondisi lingkungan. Oleh karena Azospirillum
sp. banyak tumbuh di daerah rizosfer dan akar tanaman maka
keberadaannya sangat ditentukan oleh eksudat akar tanaman
yang berfungsi sebagai sumber makanan (Gafni et al., 1986).

Fksudat akar tanaman banyak mengandung asam amino,
karbohidrat dan senyawa lain yang dibutuhkan untuk
pertumbuhan jasad renik. Jumlah dan kualitas eksudat sangat

- ditentukan oleh jenis tanaman, fase dan lingkungan pertum-
buhannya. Kondisi lingkungan yang berbeda menunjukkan
kemampuan isolat-isolat Azospirillum sp. untuk mereduksi
asetilena yang berbeda pula. Myers dan Hubbel (1987)
melaporkan bahwa eksudat akar secara kualitatif dan
kuantitatif sangat mempengaruhi keberadaan Azospirillum sp.

medium

Hayati

Azospirillum sp.- dikenal juga sebagai mikroorganisme
diazotrof yang simbiotik, artinya Azospirillum sp. mampu
menambat Nz dan mengadakan asosiasi yang erat dengan
tanaman inang tertentu. Dibandingkan dengan bakteri
diazotrof nonsimbiotik yang lain, asosiasi Azospirillum lebih
erat. Azospirillum sp. mampu tumbuh pada tanaman tebu dan
membentuk struktur seperti kapsul yang mampu menambat N2
(Berg et al., 1980).

Azospirillum sp. menghasilkan hormon pertumbuhan
(auksin, sitokinin, giberelin) yang dapat memacu pertumbuhan
akar rambut (Gamo, 1991; Barbieri dan Galli, 1993). Terpacu-
nya pertumbuhan akar rambut menyebabkan bertambahnya
volume penyerapan akar sehingga hara yang diserap lebih
banyak dibandingkan pada tanaman yang tidak berasosiasi
dengan bakteri ini. Lin et al. (1983) melaporkan bahwa
inokulasi A. brasilense Cd7 dan Sp7 pada jagung dan sorgum
meningkatkan secara nyata penyerapan hara NO3, K* dan
H2PO4'.

Hasil percobaan ini menunjukkan bahwa isolat-isolat
Azospirillum sp. yang berasal dari inang yang berbeda
memberikan pengarub yang berbeda pada jagung. Isolat dari
padi (P1, P2, dan P3) memberikan berat kering tanaman lebih
tinggi bila dibandingkan isolat dari tebu (T1, T2, T3, dan T4),
demikian juga bila dibandingkan dengan isolat yang berasal
dari jagung (J1, J2 dan J3). Perbedaan berat kering ini diduga
karena kecocokan isolat dengan tanaman inang (dalam hal ini
jagung). Isolat-isolat Azospirillum sp. tertentu dapat hidup atau
berasosiasi secara optimum pada galur tanaman tertentu
(Kipe-Nolt et al., 1985). Pada percobaan ini isolat yang ber-
asal dari padi (P1, P2 dan P3) lebih cocok pada jagung hibrida
Pioneer, bila dibandingkan dengan isolat yang berasal dari
jagung dan tebu. Isolat yang berasal dari jagung (J1, J2, dan J3)
meskipun mempunyai nilai ARA yang lebih kecil bila
dibandingkan dengan isolat yang berasal dari tebu (T1, T2, T3,
dan T4) memberikan berat kering yang lebih tinggi. Hal ini
diduga karena galur yang berasal dari jagung lebih cocok bila
dibandingkan dengan isolat yang berasal dari tebu, sehingga
karena kecocokannya tersebut Azospirillum sp. dapat tumbuh
lebih baik. ’

Untuk lebih mengetahui sifat fisiologi isolat Azospirillum
sp. asal Indonesia disarankan untuk menelaah kemampuan
menghasilkan hormon pertumbuhan dan menguji pengaruh-
nya terhadap pertumbuhan tanaman yang pada gilirannya
dapat dimanfaatkan sebagai pupuk hayati.
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