Jurnal Biologi Tropis

Original Research Paper

Characteristics and Potential of Nitrogen-fixing Microbes in the

Rhizosphere of Corn and Legume Plants on Kisar Island

Ferymon Mahulette'*, Mery Pattipeilohy', Alamanda Pelamonia'
"Program Studi Pendidikan Biologi, Universitas Pattimura, Ambon, Indonesia;

Article History

Received : July 12%, 2025
Revised : September 22, 2025
Accepted : September 25™, 2025

Abstract: The Kisar Island community usually plants legumes and corn in
one hole called the hapa planting system. This planting system allows
interaction between microbes, especially in the rhizosphere that supports
plant growth. This study aims to characterize and test the potential of
nitrogen-fixing microbes in the rhizosphere of legumes and corn plants using
the hapa planting system. Isolation and characterization of nitrogen-fixing
microbes using Yeast extract mannitol agar (YEMA) media added with
Congo red and bromothymol blue as indicators. The potential of the microbes
tested was the ability to dissolve phosphate using Picovskaya media and
cellulolytic using Carboxy methyl cellulose (CMC) media. A total of five
isolates of nitrogen-fixing microbes were found each in the rhizosphere of
corn and mung beans (JKH) and corn and red beans (JKM) with varying
numbers and characteristics. The number of microbes in the JKH rhizosphere
was 9.5x102 cfu/g lower than the number of microbes in JKM which was
1.5x103 cfu/g. The highest phosphate-dissolving ability was found in isolate
KMS5 with a phosphate solubility index of 3.14, while the cellulolytic ability
was found in isolate KH1 with a cellulolytic index of 0.80. These potential
microbes can be developed as starters for developing biofertilizers on less
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fertile agricultural land in the future.

Keywords: Cellulolytic, hapa system, legume, rhizosphere.

Pendahuluan unguiculata) dan kacang hijau (Vigna radiata).

(Sahusilawane et al., 2015). Pola penanaman

Penanaman jagung dan kacang-kacangan
(legum) umumnya masih dilakukan secara
monokultur, yaitu hanya menanam sejenis
tanaman dalam satu lahan. Sistem penanaman ini
menghasilkan produktifitas tanaman relatif
rendah  sehingga sebagian petani telah
menerapkan sistem penanaman polikultur. Selain
dapat meningkatkan produktifitas tanaman,
sistem ini juga mampu mempertahankan
kesuburan tanah, terutama di lahan kering (Dewi
& Nadhira, 2025). Salah satu bentuk pertanian
polikultur yang merupakan kearifan lokal
masyarakat Pulau Kisar, Maluku adalah pola
tanam hapa.

Hapa adalah penanaman benih jagung dan
legum dalam satu lubang tanam. Jenis legum
yang sering ditanam menggunakan pola
penanaman ini adalah kacang merah (Vigna
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hapa memungkinkan interaksi yang kompleks
antara mikroba tanah, terutama pada rizosfer
tanaman. Interaksi tersebut dapat saling
menguntungkan maupun berkompetisi untuk
memperoleh nutrisi (Lai et al., 2022). Salah satu
mikroba yang sering ditemukan pada rizosfer
tanaman jagung dan legum adalah mikroba
penambat nitrogen (Sevirasari & Wisnubroto,
2024).

Nitrogen adalah makronutrien pembentuk
protein yang umumnya tidak dapat dimanfaatkan
oleh tanaman secara langsung untuk
pertumbuhannya. Ketersediaan unsur ini dalam
tanah dapat meningkatkan proses fotosintesis dan
meningkatkan produktivitas tanaman (Sari &
Prayudiyanigsih, 2015). Beberapa mikroba
memiliki kemampuan menambat nitrogen yang
melimpah di atmosfer agar dapat dimanfaatkan
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oleh tanaman. Mikroba penambat nitrogen juga
memiliki kemampuan lain seperti kemampuan
melarutkan fosfat dan selulolitik (Tang et al.,
2020).  Penelitian ini  bertujuan  untuk
mengkarakterisasi dan menguji potensi mikroba
penambat nitrogen pada rizosfer tanaman jagung
dan legum yang ditanam menggunakan pola
tanam hapa.

Bahan dan Metode

Waktu dan tempat

Penelitian berlangsung dibulan Mei hingga
dengan Juli 2024. Sampel bintil akar legum
diambil masing-masing dari rizosfer tanaman
jagung dan kacang hijau (JKH) serta jagung dan
kacang merah (JKM) di Desa Yawuru, Pulau
Kisar, Kabupaten Maluku Barat Daya. Penelitian
dilaksanakan pada Laboratorium Biologi FKIP
Universitas Pattimura, Maluku, Indonesia.

Prosedur penelitian
Preparasi sampel

Sebanyak 10 g bintil akar kacang merah
dan kacang hijau dicuci dengan air mengalir
kemudian direndam dalam etanol 70% selama 1
menit dan 0.01% larutan HgCl, selama 5 menit
(Fatimah et al., 2022).

Pembuatan media

Media Yeast extract mannitol agar
(YEMA) dengan komposisi 2 g agar, 1 g manitol,
04 g CaCO; 0,050 g KoHPO4 0,02 g
MgS04.7H,0, 0,04 g yeast extract dan 0,1 g
NaCl dilarutkan dalam 100 ml aquades. Media
yang telah larut kemudian dituang ke dalam dua
labu Erlenmeyer masing-masing berisi 50 ml.
Sebanyak 0.025 g pewarna merah Kongo
ditambahkan pada Labu Erlenmeyer pertama,
sedangkan labu erlenmeyer kedua ditambahkan 1
g biru bromotimol. Kedua media dalam labu
Erlenmeyer disterilisasi menggunakan autoklaf
selama 120 menit (Wanore et al., 2023). Media
Picovskaya dan Carboxyl methyl cellulase juga
dilarutkan dengan aquades dan disterilisasi
menggunakan autoklaf.
Isolasi dan karakterisasi mikroba

Sampel bintil akar kacang merah dan
kacang hijau masing-masing digerus dan
dimasukkan dalam tabung reaksi berisi 9 ml
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larutan garam fisiologis (Nufus et al., 2023).
Setelah diencerkan secara berseri, sebanyak 0.1
ml sampel dari pengenceran 10 dimasukkan ke
dalam cawan berisi media YEMA (duplo).
Selanjutnya cawan diinkubasi dan dihitung
jumlah koloni yang tumbuh. Koloni yang
memiliki  karakteristik berbeda selanjutnya
dipurifikasi untuk mendapatkan isolat mikroba
penambat nitrogen dan digores pada media
YEMA yang masing-masing telah ditambahkan
merah Kongo dan biru bromotimol (Idris et al.,
2015).

Uji potensi mikroba

Isolat yang telah dipurifikasi kemudian
diinokulasikan ~ masing-masing pada media
Pikovskaya dan CMC dengan metode spot
inoculation. Zona bening yang terbentuk
mengindikasikan ~ bahwa  isolat  memiliki
kemampuan melarutkan fosfat dan selulolitik
Indeks kelarutan fosfat (IKF) diperoleh dengan
membandingkan jumlah diameter koloni dan
diameter zona bening terhadap diameter koloni
(Islamiati & Zulaika, 2015), sedangkan indeks
selulolitik (IS) diperoleh dengan membandingkan
selisih diameter zona bening dan diameter koloni
terhadap diameter koloni (Nababan et al., 2019).
Kategori nilai IKF dan IS masing-masing menurut
Marra dan Choy (Rahmi et al., 2023; Ananda et
al., 2023).

Hasil dan Pembahasan

Karakteristik Mikroba Penambat Nitrogen

Mikroba yang tumbuh pada media YEMA
memiliki karakteristik morfologi yang berbeda.
Mikroba-mikroba tersebut dapat dibedakan
dalam lima isolat masing-masing pada rizosfer
JKH dan JKM dengan jumlah yang berbeda.
Jumlah mikroba penambat nitrogen pada rizosfer
JKM lebih tinggi, yaitu 1.5x10° Cfu/g
dibandingkan rizosfer JKH yang hanya mencapai
9.5x10% Cfu/g (Tabel 1).

Kemampuan menambat nitrogen (secara
kualitatif) kelima isolat pada setiap sampel
menunjukkan bahwa semua isolat berwarna
merah muda pada media YEMA yang
ditambahkan merah Kongo dan kuning atau biru
pada media YEMA yang ditambahkan biru
bromotimol (Tabel 2).
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Tabel 1. Karakteristik dan jumlah mikroba pada media YEMA

Kode Karakteristik Makroskopis Mikroba Jumlah Koloni Total Koloni
Sampel . - -
isolat Bentuk Tepian _ Elevasi Warna (Cfu/g) (Cfu/g)
KH1  Bundar Licin Tetesan  Putih 2,1 x 10? Cfw/g
KH2  Takberaturan Berombak Timbul Putih 2,2 x 10? Cfu/g
JKH KH3  Bundar Licin Datar Putih 1,2 x 10? Cfu/g 9,5 x 102 fu/g
KH4  Takberaturan Berlekuk  Timbul Putih 1,0 x 10? Cfu/g
KHS  Takberaturan Licin Timbul  Putih 3,0 x 10?2 Cfu/g
KMI1  Tak beraturan Licin Tetesan  Putih 2,3 x 10% Cfu/g
JKM KM2  Bundar Licin Tetesan  Putih 1,4 x 102 Cfu/g
KM3  Takberaturan Berombak Datar Putih 1,1 x 10 Cfu/g 1,5 x 103 Cfu/g
KM4  Bundar Licin Datar Putih 1,3 x 10% Cfu/g
KM5  Takberaturan Berombak Timbul Putih 9,0 x 102 Cfu/g

Tabel 2. Uji kualitatif kemampuan menambat
nitrogen mikroba

Tabel 3. Uji kuantitatif kemampaun melarutkan
fosfat dan selulolitik mikroba

Warna Koloni

Media E (())l(:\ i Tampak Tampak
Atas Bawah
YEMA+ KH1 Merah Muda Merah Muda
Merah KH2  Merah Muda Merah Muda
Kongo KH3  Merah Muda Merah Muda
KH4  Merah Muda Merah Muda
KH5 Merah Muda Merah Muda
KM1  Merah Muda Merah Muda
KM2  Merah Muda Merah Muda
KM3  Merah Muda Merah Muda
KM4  Merah Muda Merah Muda
KM5  Merah Muda Merah Muda
YEMA+ KHI  Kuning Kuning
biru KH2  Kuning Biru
Bromo- KH3 Biru Biru
timol KH4  Kuning Biru
KH5  Kuning Kuning
KM1 Biru Biru
KM2  Kuning Kuning
KM3  Kuning Kuning
KM4  Kuning Biu
KMS5  Kuning Kuning

Selain mampu menambat nitrogen, isolat-
isolat yang tumbuh pada media YEMA juga
memiliki kemampuan untuk melarutkan fosfat
dan selulolitik. Isolat yang memiliki kemampuan
melarutkan fosfat tertinggi adalah KM5 dengan
IKF sebesar 3.14 (Kategori sedang), sedangkan
isolat yang memiliki kemampuan selulolitik
tertinggi adalah KH1 dengan IS sebesar 0.80
(kategori rendah) (Tabel 3). Karakteristik
mikroskopis isolat KMS5 adalah basil Gram
negatif dengan penataan sel tunggal (mono),
sedangkan isolat KH1 adalah basil Gram negatif
yang berantai (Gambar 1).

Media  Kode IKF/IS  Kategori
Isolat
Pikovs- KH1 2,45 Sedang
kaya KH2 2,85 Sedang
KH3 2,66 Sedang
KH4 2,50 Sedang
KH5 2,80 Sedang
KM1 2,40 Sedang
KM2 3,75 Sedang
KM3 1.89 Sedang
KM4 2,66 Sedang
KM5 3,14 Sedang
CMC+ KH1 0,50 Rendah
merah KH2 0,22 Rendah
Kongo KH3 0,50 Rendah
KH4 0,50 Rendah
KH5 0,50 Rendah
KM1 0,80 Rendah
KM2 0,69 Rendah
KM3 0,66 Rendah
KM4 0,16 Rendah
KMS5 0,20 Rendah
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Gambar 1. Karakteristik isolat potensial pada
rizosfer tanaman jagung dan legum. Isolat KM5 (a),
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dan Isolat KH1 (b).
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Pembahasan

Jumlah mikroba penambat nitrogen pada
bintil akar kacang merah dan kacang hijau
berbeda, meskipun memiliki kondisi lingkungan
yang seragam. Hal ini sangat dipengaruhi oleh
eksudat yang dihasilkan oleh kedua jenis lagum
untuk menarik mikroba melakukan kolonisasi
pada akar. Tanaman kacang merah menghasilkan
eksudat lebih spesifik dengan konsentrasi yang
lebih tinggi dibandingkan tanaman legum yang
lain (Aryaldi et al, 2021). Eksudat ini
merangsang  aktivitas = mikroba,  seperti
Rhizobium dan meningkatkan pembentukan
bintil akar. Senyawa flavonoid pada kacang
merah seperti genistein dan daidzein lebih efektif
dalam menginduksi ekspresi gen nodulasi
mikroba untuk meningkatkan kolonisasi bakteri
penambat nitrogen (Dakora & Phillips, 2002).

Kapasitas nodulasi setiap tanaman legum
juga Dberbeda. Kapasitas nodulasi sangat
dipengaruhi oleh sistem perakaran tanaman.
Kacang merah memiliki sistem perakaran
tunggang yang lebih dalam dengan percabangan
yang lebih luas dibandingkan perakaran kacang
hijau (Ngawit et al., 2025). Hal ini menyebabkan
kacang merah memiliki banyak zona kontak
untuk kolonisasi mikroba. Mikroba penambat
nitrogen pada rizosfer tanaman jagung dan legum
memiliki karakteristik makroskopis cenderung
seragam. Sebagian besar koloni berwarna putih
bundar atau tidak beraturan, dengan tepian licin
dan berombak serta elevasi timbul dan
menyerupai tetesan (Adriantama et al., 2021).
Mikroba penambat nitrogen umumnya tidak
menghasilkan pigmen sehingga koloni yang
terbentuk berwarna putih (Hamza & Alebejo,
2017). Tepian koloni yang berbeda disebabkan
oleh perbedaan struktur dinding sel yang
mengendalikan pembelahan sel mikroba.

Warna koloni pada media YEMA yang
ditambahkan indikator merah Kongo berwarna
merah muda serta biru bromotimol berwarna biru
dan kuning mengindikasikan bahwa isolat-isolat
tersebut  termasuk  bakteri ~ Rhizobium
(Purwaningsih et al., 2020). Hal ini dipertegas
dengan karakteristik mikroskopis berupa basil
Gram negatif dengan penataan sel tunggal atau
berpasangan (Agrawal & Shukla, 2016).
Perbedaan warna koloni pada media YEMA
yang ditambahkan indikator biru bromotimol
berkaitan dengan pertumbuhan  mikroba.
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Mikroba yang pertumbuhannya lambat akan
berwarna biru, sedangkan mikroba yang
pertumbuhannya cepat cenderung berwarna
kuning (Desta et al., 2023).

Selain menambat nitrogen, mikroba yang
ditemukan pada bintil akar tanaman legum juga
memiliki kemampuan untuk melarutkan fosfat
dan selulolitik. Kemampuan melarutkan fosfat
berkaitan dengan asam-asam organik yang
dihasilkan mikroba untuk melepaskan ion fosfat
dari logam yang mengikatnya. Asam-asam
organik tersebut meliputi asam glukonat, asam
oksalat, asam suksinat, dan asam sitrat (Rajguru
& Bhatt, 2022). Kemampuan melarutkan fosfat
dan selulolitik mikroba digolongkan pada
kategori sedang dan rendah. Hal ini juga
berkaitan dengan kondisi lahan berbatu kapur
yang cenderung kurang subur di Pulau Kisar.

Kesimpulan

Sistem penanaman jagung dan legum
dalam satu lubang tanam memungkinkan
ditemukannya mikroba penambat nitrogen yang
berpotensi untuk melarutkan fosfat dan
menguraikan selulosa pada rizosfer tanaman
dengan jumlah dan karakteristik yang berbeda.
Mikroba — mikroba tersebut dapat dikembangkan
sebagai starter dalam merancang formula pupuk
hayati pada lahan pertanian yang kurang subur
untuk untuk meningkatkan  produktifitas
tanaman, khususnya jagung dan legum di masa
yang akan datang.
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