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BAKTERIPENAMBAT NITROGEN SEBAGAI AGEN BIOFERTILIZER

Fadilla Sapalina, Eko Noviandi Ginting, dan Fandi Hidayat

Abstrak - Bakteri penambat nitrogen merupakan bakteri yang mampu memfiksasi nitrogen bebas menjadi
amonium atau nitrat, sehingga dapat diserap oleh tanaman. Penggunaan biofertilizer yang mengandung bakteri
penambat nitrogen menjadi alternatif pengganti pupuk anorganik yang dapat mendukung tercapainya pertanian
berkelanjutan. Pada tulisan ini dibahas secara ringkas tentang siklus nitrogen, mekanisme penambatan nitrogen
oleh bakteri simbiosis dan non-simbiosis, metode isolasi bakteri penambat nitrogen, penelitian terkini dan prospek
penelitian lanjutan terkait bakteri penambat nitrogen. Umumnya penelitian melaporkan metode isolasi bakteri
penambat nitrogen dengan nutrient-free medium dan beberapa diantaranya memodifikasi medium dengan
menambahkan reagen. Penelitian terkini cenderung dilakukan melalui pendekatan teknik molekuler seperti Next
Generation Sequencing (NGS) untuk mengetahui mikrobioma di rizosfer. Penerapan teknik molekuler berpeluang
untuk mendapatkan novel strain yang bersifat culture-independent dan tidak hanya terbatas pada tanaman legum
saja. Selanjutnya, melalui rekayasa genetika diharapkan terbentuk strain bakteri yang efektif dengan inokulum
dosis rendah dan tahan pada berbagai kondisi lingkungan untuk masa yang akan datang. Tulisan ini bertujuan
untuk mengkaji secara sederhana tentang bakteri penambat nitrogen sebagai agen biofertilizer.

Kata kunci: biofertilizer, bakteri penambat nitrogen, tanah

PENDAHULUAN menggunakan bakteri. Kebutuhan akan unsur nitrogen
dapat dipenuhi oleh bakteri dari sumber nitrogen
dalam berbagai senyawa organik maupun dari N,
udara. Fiksasi nitrogen secara biologis bergantung
pada serangkaian proses oleh bakteri dengan cara
mengubah N, menjadi bentuk anorganik yang
kemudian diserap tanaman. Bakteri tersebut dapat
menambat nitrogen udara melalui non-simbiosis (free-
living nitrogen-fixing bacteria) dan simbiosis (root-
nodulating bacteria) dengan tanaman (Simanungkalit
etal., 2004).

Nitrogen (N,) merupakan unsur yang penting bagi
makhluk hidup, khususnya tanaman. Unsur nitrogen
termasuk salah satu komponen penyusun protein dan
berperan dalam proses fotosintesis (Leghari et al.,
2016). Kandungan nitrogen di atmosfer sangat
melimpah yaitu sekitar 78%, tetapi nitrogen tersebut
dalam bentuk molekul yang sebagian besar tidak
reaktif, sehingga tidak dapat diserap langsung oleh
tanaman. Oleh karena itu, perlu transformasi nitrogen
di udara menjadi bentuk molekul yang dapat diserap

tanaman. Nitrogen hanya dapat diserap oleh tanaman Penambatan nitrogen oleh bakteri memberikan

dalam bentuk ion amonium (NH, ) atau ion nitrat (No;).
Gas dinitrogen dari atmosfer diubah menjadi amonia
(NH,), kemudian difiksasi di dalam tanah melalui
proses fiksasi (Martinez-Dalmau et al., 2021).

Secara umum fiksasi nitrogen terbagi atas tiga cara
yaitu secara fisika melalui petir, secara kimiawi pada
industri pembuatan pupuk, dan secara biologis.
Fiksasi nitrogen secara biologis terjadi dengan
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keuntungan bagi tanaman, sehingga pada masa
sekarang banyak dimanfaatkan untuk praktek
pertanian, karena menjadi alternatif pengganti pupuk
anorganik (Bhat et al., 2015; Soumare et al., 2020).
Penggunaan bahan kimia pertanian secara terus-
menerus dapat memberikan efek jangka panjang,
maka untuk mengatasi hal tersebut digunakanlah
bakteri. Pemanfaatan bakteri ini bertujuan untuk
pertanian berkelanjutan dan tidak menimbulkan
ancaman bagi lingkungan. Penggunaan pupuk
anorganik secara berlebihan dapat menyebabkan
pencemaran tanah, udara, dan air melalui leaching,
destruksi karakteristik fisika tanah dan akumulasi
bahan kimia beracun. Sementara itu, dalam jangka
waktu lama dapat menimbulkan masalah lingkungan
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yang parah dan menurunnya keanekaragaman hayati
(Saikia & Jain, 2007).

Di sisi lain, kandungan nitrogen yang terlalu sedikit
di dalam tanah, dapat menyebabkan tanaman tidak
berkembang dan hasil panen menjadi rendah.
Tanaman yang kekurangan nitrogen menjadi
berwarna kekuningan, tidak tumbuh dengan subur,
memiliki bunga dan buah yang lebih kecil. Oleh sebab
itu, kebutuhan nitrogen di tanah harus tetap dijaga dan
adanya simbiosis dengan bakteri dapat meningkatkan
penyerapan unsur nitrogen di tanah (Bhat et al., 2015).
Namun demikian, jumlah mikroba yang berasosiasi
dengan tanaman masih terbatas. Oleh karena itu,
untuk meningkatkan simbiosis tersebut juga
diperlukan kombinasi mikroba (multibakteri sebagai
inokulan). Hal tersebut dapat diatasi dengan
penggunaan biofertilizer (pupuk hayati). Biofertilizer
menjadi salah satu pilihan untuk memperbaiki
kesehatan tanah, karena adanya aplikasi biofertilizer
yang mengandung konsorsium bakteri penambat
nitrogen. Menurut aplikasi bakteri penambat nitrogen
pada tanaman dapat meningkatkan potensi pasokan
nitrogen, karena nitrogen tetap akan tersedia langsung
bagi tanaman. Dengan demikian, perlu pemahaman
lebih lanjut untuk mengkaji secara sederhana tentang
bakteri penambat nitrogen sebagai agen biofertilizer.

SIKLUS NITROGEN DIALAM

Secara umum, di alam terjadi perubahan bentuk
nitrogen menjadi senyawa lainnya melalui siklus yang
disebut dengan siklus nitrogen (Gambar 1). Proses

Fiksasi nitrogen

Bakteri

penambat t
nitrogen

yang terjadi selama siklus nitrogen yaitu: (i) proses
fiksasi nitrogen menjadi amonium dan nitrat secara
fisika melalui petir, secara kimiawi melalui industri
pupuk dan biologis oleh bakteri. Proses selanjutnya
yaitu (ii) amonifikasi, pembentukan amonium atau
dekomposisi (penguraian) organisme yang sudah mati
oleh bakteri dan fungi; (iii) nitrifikasi, perubahan
amonia menjadi nitrit oleh bakteri Nitrosomonas dan
nitrat oleh bakteri Nitrobacter; (iv) asimilasi nitrogen
yang telah tersedia dalam tanah, kemudian diserap
oleh akar tanaman; dan (v) denitrifikasi, proses reduksi
nitrat menjadi gas nitrogen (Soumare et al., 2020).

Fiksasi nitrogen melalui petir terjadi karena energi
listrik yang dihasilkan oleh petir dapat memecah ikatan
antar molekul N, di atmosfer, selanjutnya bereaksi
dengan oksigen (O,) membentuk berbagai molekul
stabil seperti oksida nitrat (NO), nitrogen dioksida
(NO,). Nitrogen oksida yang terbentuk bereaksi
dengan udara di atmosfer untuk membentuk asam
nitrat , lalu mencapai permukaan bumi dan menjadi
pupuk alami. Kemudian ion nitrat dalam air dapat
direduksi oleh zat humat menjadi nitrit, N, dan ion NH;,
sehingga dapat diserap oleh tanaman.

Fiksasi nitrogen secara kimiawi pada industri
pembuatan pupuk terjadi melalui proses Haber-Bosch
dimana proses tersebut akan membentuk amonia
(NH,). Menurut Shi et al. (2020) proses Haber-Bosch
merupakan proses terbentuknya amonia dari H, dan
N,. Proses Haber-Bosch ini sering dikaitkan dengan
masalah lingkungan karena membutuhkan energi
secara intensif dan bahan baku yang tidak terbarukan
untuk menghasilkan hidrogen (Cherkasov et al., 2015).

Denitrifikasi

' Bakteri
denitrifikasi

Bakteri nitrifikasi

Gambar 1. Siklus nitrogen di alam
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BAKTERIPENAMBAT NITROGEN

Di dalam tanah, nitrogen selalu ditemukan dalam dua
bentuk utama yaitu bentuk anorganik sebagai nitrogen
mineral (2%) dan organik (98%). Bentuk anorganik
meliputi amonia (NH,), amonium (NH;), nitrit (NOZ’), dan
nitrat (NO!), sedangkan bentuk organik terdapat pada
bahan organik hidup seperti biota tanah, hewan, dan
sisa-sisa tanaman (Mahmud et al., 2020). Nitrogen
organik tidak tersedia secara langsung untuk tanaman
dan harus dikonversi menjadi amonium atau nitrat
dengan bantuan bakteri penambat nitrogen. Bakteri
penambat nitrogen yang hidup bebas tidak melakukan
interaksi langsung dengan organisme lain, seperti
Azotobacter, Bacillus, Clostridium, Klebsiella dan
lainnya. Bakteri penambat nitrogen Azospirillum dapat
membentuk asosiasi yang erat dengan beberapa famili
Poaceae (rumput) yaitu beras, gandum, jagung, oat,
dan barley (Wagner, 2011). Sementara itu, bakteri
penambat nitrogen yang bersimbiosis membentuk nodul
atau bintil akar di dalam jaringan akar tanaman, seperti
Rhizobium, Frankia, dan Anabaena.

Bakteri pemfiksasi nitrogen yang
bersimbiosis mendapatkan nutrisi melalui
eksudat akar yang dihasilkan tanaman. Eksudat
akar tersebut diketahui sebagai campuran dari
senyawa gula kompleks, seperti glukosa, asam
amino, asam organik, asam lemak, dan lainnya
(Pinton et al., 2007). Eksudat akar di rizosfer
dapat mempengaruhi komunitas mikroba tanah,
ketersediaan unsur hara makro dan mikro,
terutama nitrogen dan fosfor. Eksudat yang
sering diamati misalnya, dikarboksilat dalam
akar tomat untuk strain biokontrol Pseudomonas
dan tanaman kacang polong mengeluarkan
homoserin untuk Rhizobium leguminosarum
(Mahmud et al., 2020, sedangkan pada bakteri
non-simbiosis menggunakan karbon dan sumber
energi yang berasal dari lingkungan.
Selanjutnya, tanaman memperoleh nitrogen dari
bakteri untuk proses metabolisme. Berikut
diagram yang menyajikan kelompok bakteri
dengan kemampuan sebagai penambat nitrogen:

Frankia Mycobacterium Bacillus
Rhizobium Azotobacter Azospirillum
» Bakteri - R - —— >
Methanobacteriales
Penambat
nitrogen » Arkaea 1‘ ............ >
Methanococcales Methanomicrobiales
* CyanObACLeria ----)-----=---==rr=rssrsmmrrerremeeee et e =
Nostoc ) Anabaenopsis
Tolypothric
Anabaena

Gambar 2. Bakteri penambat nitrogen yang bersimbiosis (genera yang berwarna merah) dan non-simbiosis
(genera yang berwarna hitam) (Sumber: Soumare et al., 2020).

Mekanisme penambatan nitrogen oleh bakteri
penambat nitrogen simbiosis dan non-simbiosis

Beberapa penelitian melaporkan spesies bakteri
yang tergolong sebagai bakteri penambat nitrogen
simbiosis dengan tanaman seperti Rhizobium,
Frankia, Anabaena, dan Azolla (Bhat et al., 2015);
Soumare et al.,, 2020). Mekanisme penambatan
nitrogen dapat diketahui melalui pembentukan bintil

akar (nodul) pada Rhizobium. Mekanisme fiksasi
nitrogen pada Rhizobium melibatkan faktor nod yang
disintesis oleh bakteri dan flavonoid yang dilepaskan
oleh akar legum. Selanjutnya, bakteri menginfeksi akar
tanaman dan masuk ke akar. Gen nod merupakan gen
pada bakteri yang berfungsi merangsang
pembentukan nodul atau bintil akar. Nodul ini
berkembang dengan baik, berwarna merah muda
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akibat adanya pigmen leghemoglobin (Boyd & Peters,
2013). Pigmen ini dijumpai dalam bintil akar antara
bakteroid dan selubung membran yang

mengelilinginya. Berikut skema singkat tentang
mekanisme penambat nitrogen oleh bakteri penambat
nitrogen simbiosis dan non-simbiosis.

Konsentrasi
Oksigen

Rendah —* Tinggi

L [T

Non-simbiosis

Simbiosis

Gambar 3. Skema mekanisme penambatan nitrogen oleh bakteri penambat nitrogen simbiosis dan non-simbiosis

(Sumber: Smercina et al., 2019).

Tabel 1. Perbedaan bakteri penambat nitrogen simbiosis dan non-simbiosis

No Bakteri penambat nitrogen simbiosis Bakteri penambat nitrogen non-simbiosis
1 Saling berasosiasi dengan tumbuhan Tidak berasosiasi langsung dengan tumbuhan
2 Menghasilkan nitrogen anorganik untuk tanaman Menghasilkan nitrogen anorganik dan
inangnya melepaskannya ke dalam tanah
3 Sebagian besar bersifat aerobik Sebagian besar spesies bersifat anaerobik
4 Memperoleh energi dari tanaman inang Memperoleh energi dari organisme atau sumber
lain
5 Contohnya adalah spesies Rhizobium Contohnya adalah Azotobacter, Azospirillium,

Granulobacter dan lainnya

Berdasarkan Gambar 3 diketahui bahwa (a) bakteri
penambat nitrogen simbiosis dilakukan oleh beberapa
bakteri (seperti: Rhizobia dan Frankia) yang hidup
membentuk populasi bakteri, (b) bakteri penambat
nitrogen non-simbiosis didukung oleh adanya karbon
organik terlarut (DOC: Dissolved Organic Carbon) di
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dalam tanah, sumber C yang bervariasi dan kompleks,
sementara bakteri penambat nitrogen simbiosis
menerima senyawa karbon sederhana (misalnya
suksinat) langsung dari tanaman inang. (c)
Konsentrasi oksigen di rizosfer sangat bervariasi dan
didukung oleh struktur dan tekstur tanah, serta
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respirasi oleh mikroba dan akar. Sebaliknya, bakteri
penambat nitrogen simbiosis memperoleh oksigen
pada konsentrasi rendah oleh tanaman inangnya. (d)
Nutrisi yang diperlukan untuk bakteri penambat
nitrogen non-simbiosis (seperti: P, Fe, Mo, dan V)
harus diperoleh oleh diazotrof (mikroorganisme
penambat N,), sedangkan bakteri penambat nitrogen
simbiosis memperoleh nutrisi ini dari tanaman
inangnya. (e) Diazotrof di rizosfer dapat memperoleh
nitrogen dari tanah, sementara semua nitrogen yang
terikat secara simbiosis dikirimkan ke tanaman inang
(Smercina et al., 2019). Berikut perbedaan bakteri
penambat nitrogen simbiosis dan non-simbiosis.

Secara umum fiksasi nitrogen biologis
membutuhkan energi sebanyak 16 molekul ATP
(Adenosin Trifosfat) untuk memecah sebuah molekul
N,. Proses tersebut dikatalisis oleh enzim yang
terdapat pada bakteri yaitu nitrogenase. Enzim
nitrogenase adalah kompleks enzim dengan dua
komponen logam yaitu dinitrogenase MoFe (protein
molibdenum-besi) yang berfungsi sebagai komponen
katalitik dan dinitrogenase reduktase (protein Fe).
Kompleks enzim tersebut dikode oleh gen nif
(Mahmud et al., 2020). Berikut reaksi yang terjadi pada
saat reduksi N, menjadi NH, secara mikro-aerobik:

N,+8H +8e +16Mg-ATP — 2NH, + H, + 16Mg-ADP

(Sumber: Mahmud et al., 2020).

Reaksi tersebut terjadi ketika molekul N2 terikat pada
kompleks enzim nitrogenase. Enzim ini akan hancur
ketika kontak dengan oksigen. Oleh sebab itu, proses
penambatan nitrogen hanya terjadi dalam kondisi
anaerob atau oksigen yang dinetralkan dengan
leghemoglobin (Boyd & Peters, 2013). Tanaman
mendapatkan unsur nitrogen dari proses ini, sementara
itu Rhizobium memanfaatkan substrat karbon yang
berasal dari fotosintesis tanaman.

Bakteri penambat nitrogen yang hidup bebas atau
tidak bersimbiosis (non-simbiosis) seperti Cyanobacteria
(alga hijau biru), Azotobacter, dan Azospirillum. Selain
itu, beberapa spesies bakteri juga memiliki kemampuan
fiksasi nitrogen dengan non-legum seperti
Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Acetobacter,
Azomonas, Beijerinckia, Bacillus, Clostridium,
Enterobacter, Erwinia, Derxia, Desulfovibrio,
Corynebacterium, Campylobacter, Herbaspirillum,
Klebsiella, Lignobacter, Mycobacterium, Rhodospirillum,
Rhodo pseudomonas, Xanthobacter, Mycobacterium

dan Metilosinus (Bhatetal., 2015; Soumare et al., 2020).

Salah satu contoh mekanisme penambatan nitrogen
oleh bakteri non-simbiosis yaitu Cyanobacteria dan
Azotobacter. Mekanisme pada Cyanobacteria terjadi
dengan cara memisahkan O, yang dihasilkan dari sistem
nitrogenase. Pemisahan O, pada beberapa kelompok
Cyanobacteria (genus Nostoc dan Anabaena) dilakukan
melalui heterokis. Sel khusus yang dimiliki oleh
Cyanobacteria ini berfungsi untuk fiksasi nitrogen.
Heterokis memiliki dinding sel tebal yang melindungi
kompleks enzim nitrogenase terhadap O,. Sementara
itu, pada Cyanobacteria non-heterokis terjadi pemisahan
secara temporal antara proses fiksasi N, dan produksi
O,. Fiksasi nitrogen dilakukan pada kondisi gelap,
karena tidak adanya produksi O,.

Mekanisme penambatan nitrogen oleh bakteri
Azotobacter yaitu mempertahankan konsentrasi oksigen
yang rendah di dalam sel, dengan cara meningkatkan
laju respirasi. Bakteri ini memiliki kemampuan khusus
untuk fiksasi nitrogen, meskipun terdapat kandungan
oksigen. Ketika konsentrasi oksigen tinggi, maka
Azotobacter tidak mengaktifkan enzim nitrogenase
(Castillo et al., 2020; Soumare et al., 2020). Menurut
(Sabra et al. (2000) terdapat kapsul alginat yang
terbentuk pada permukaan sel. Kapsul tersebut
berfungsi sebagai mekanisme baru untuk melindungi
nitrogenase terhadap oksigen.

METODE ISOLASI DAN PENELITIAN TERKINI
BAKTERI PENAMBAT NITROGEN SEBAGAI AGEN
BIOFERTILIZER

Biofertilizer (pupuk hayati) adalah produk yang
mengandung sel-sel hidup dari berbagai jenis
mikroorganisme, diaplikasikan pada benih, permukaan
tanaman atau tanah, rizosfer atau bagian dalam
tanaman dan mendorong pertumbuhan tanaman
dengan mengubah unsur-unsur nutrisi penting (seperti:
nitrogen dan fosfor) dari tidak tersedia menjadi tersedia
melalui proses biologis seperti fiksasi nitrogen dan
pelarutan fosfat (Bhat et al., 2015). Biofertilizer nitrogen
berperan dalam meningkatkan produktivitas tanaman
dengan cara meningkatkan BNF (biological nitrogen
fixation) dan meningkatkan ketersediaan atau
penyerapan hara. Selanjutnya, biofertilizer nitrogen
dapat menggantikan sebagian dari penggunaan pupuk
anorganik, mengurangi jumlah, dan biaya pupuk
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anorganik. Penelitian  Victoria et al. (2019)
menunjukkan bahwa aplikasi pupuk hayati pada
tanaman bawang merah dapat meningkatkan
pertumbuhan dan bobot umbi bawang merah. Selain itu,
Hidayat et al. (2020) juga melaporkan bahwa aplikasi
konsorsium bakteri penambat nitrogen dan bakteri
pelarut fosfat mempengaruhi perubahan karakteristik
kimia tanah, pertumbuhan vegetatif dan biomassa
tanaman jagung, serta dapat meningkatkan efisiensi
pemupukan melalui pengurangan dosis pupuk
anorganik hingga 50%. Pada akhirnya dapat
mencegah pencemaran lingkungan dari aplikasi pupuk
anorganik secara terus menerus.

Isolasi merupakan tahap awal yang dilakukan
untuk menentukan strain bakteri yang mampu
menambat nsitroggen. Junz1lah bakteri di tanah bisa
mencapai 10 - 10 sel/cm dengan melakukan culture-
dependent dari sampel tanah di medium tertentu
(Igiehon & Babalola, 2018). Beberapa metode isolasi
bakteri penambat nitrogen pada rizosfer dijelaskan
pada Tabel 2. Pada tanaman kelapa sawit masih
belum banyak dilaporkan penelitian terkait bakteri
penambat nitrogen yang diisolasi langsung dari

rizosfer kelapa sawit. Berdasarkan penelitian Razak et
al. (2019) diketahui bahwa bakteri penambat nitrogen
dapat memacu pertumbuhan tanaman kelapa sawit.

Bibit kelapa sawit yang diinokulasikan bakteri BNF
secara signifikan lebih tinggi dan nilai klorofil lebih
tinggi dibandingkan dengan bibit kontrol tanpa
inokulum. Berat kering pucuk dan akar bibit yang
diinokulasi juga lebih tinggi daripada kontrol. Pada
penampang akar menunjukkan adanya kolonisasi
bakteri BNF di dalam jaringan akar. Selain itu, pada
tanaman kacangan penutup tanah (legume cover crop)
kelapa sawit yaitu Mucuna bracteata juga dilaporkan
memiliki simbiosis dengan bakteri penambat nitrogen,
seperti yang dilaporkan oleh . Penelitian tersebut
menunjukkan bahwa Mucuna bracteata memiliki
aktivitas penambatan nitrogen, karena ditemukannya
beberapa bakteri penambat nitrogen seperti bakteri
dari kelas Alphaproteobacteria (Brevundimonas sp.),
Betaproteobacteria (Achromobacter sp. dan
Burkholderia sp.), Gammaproteobacteria
(Stenotrophomonas sp.), dan Bacillus sp. Berikut
morfologi tanaman dan bintil akar pada Mucuna
bracteata.

(b)

Gambar 4. (a) lequm cover crop Mucuna bracteata, (b) bintil akar pada Mucuna bracteata (Sumber: dokumentasi

pribadi).

Teknik culture-dependent secara rutin digunakan
untuk menguji bakteri dari kelompok plant growth
promoting rhizobacteria (PGPR). Metode ini
melibatkan kultur mikroorganisme dalam cawan petri
atau medium cair untuk mengisolasi dan mempelajari
sifat-sifat dari PGPR. Teknik ini juga digunakan untuk
mengisolasi dan mengkarakterisasi materi genetik
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yang terkait dengan mikroorganisme, namun tidak
dapat memperoleh sebagian besar mikroorganisme
yang bersifat unculture di rizosfer. Hal ini disebabkan
karena teknik culture-dependent hanya dapat
mengisolasi sekitar 1% dari seluruh mikrobioma dalam
sampel tanah, sedangkan 99% sisanya dapat
dipelajari melalui teknik molekuler atau teknik culture-
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Tabel 2. Metode isolasi bakteri penambat nitrogen pada rizosfer

Author Medium Metode Hasil
Razak et al., NA (nutrient agar) Pengenceran bertingkat dengan  Isolat BNF yang diaplikasikan
(2019) dan N-free broth suspensi bakteri mencapai pada bibit kelapa sawit

konsentrasi 10'> CFU/ml

menunjukkan pertumbuhan yang
berbeda nyata dibandingkan

dengan kontrol tanpa inokulum

Zulfarina et al.,

N-free liquid

Pengenceran bertingkat dan

Kelimpahan bakteri penambat

(2017) medium dan aktivitas fiksasi nitrogen nitrogen ditemukan lebih tinggi
reagen fenol ditunjukkan dengan adanya sebagai bakteri nitrifikasi
perubahan warna menjadi biru
Arsita et al., N-free medium, Pengenceran bertingkat, Pada penelitian ini ditemukan 5
(2020) semisolid Nfb perubahan warna dalam media isolat dengan kemampuan
dan bromotimol semisolid dari hijau menjadi biru  sebagai penghasil amonium
blue menunjukkan adanya aktifitas dengan konsentrasi tinggi
fiksasi nitrogen, ekskresi
amonium dilakukan dengan
menggunakan spektrofotometri
Hamza et al.,  Azotobacter Menggunakan medium spesifik Isolat bakteri yang diperoleh yaitu
(2017) medium, YEMA sesuai target bakteri. Azotobacter 2 isolat Azotobacter dan 1 isolat

(veast extract
mannitol agar)

medium

medium untuk bakteri Azotobacter Rhizobium

dan YEMA medium untuk

Rhizobium
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independent (lgiehon & Babalola, 2018). Seiring
dengan perkembangan zaman, maka teknologi yang
digunakanpun semakin maju. Pada umumnya
penelitian terkini cenderung untuk menggunakan
teknik molekuler, salah satunya yaitu teknik culture-
independent seperti next generation sequencing
(NGS). Teknik ini menunjukkan prospek yang lebih
baik untuk menemukan novel strain yang memiliki sifat
sebagai pemacu pertumbuhan tanaman. Teknik NGS
memiliki dampak terbesar pada DNA dan teknik
analisis berbasis RNA, dikarenakan NGS dapat
memberikan solusi untuk masalah yang tidak bisa
diselesaikan sebelumnya, seperti dalam hal finansial
dan teknis. Oleh karena itu, mikrobioma terkait
tanaman saat ini dapat dipelajari dengan lebih cepat
dan mendalam dari pada sebelumnya.

Prospek penelitian lanjutan terkait bakteri
penambat nitrogen

Pada masa yang akan datang pilihan strain bakteri
merupakan tugas penting, karena strain yang efisien
sebagai bakteri penambat nitrogen sama pentingnya
dalam produksi pupuk hayati, sebagaimana benih
dalam budidaya tanaman. Dengan demikian, perlu
menggunakan strain dari sumber yang dapat
dipercaya untuk produksi skala besar mikroorganisme
penambat nitrogen. Menurut Soumare et al. (2020)
perlu pemahaman lebih lanjut tentang BNF dengan
tanaman non-legum. Selain itu, rekayasa tanaman
non-legum dapat dilakukan untuk dapat membentuk
nodul dan bersimbiosis seperti halnya tanaman legum
dengan Rhizobium. Oleh karena itu, perlu penelitian
untuk menghasilkan simbiosis buatan berupa fiksasi
nitrogen asosiatif pada tanaman non-legum, terutama
serealia seperti beras, gandum dan jagung. Penelitian
untuk bakteri penambat nitrogen pada tanaman
lainnya masih menjadi pilihan penting bagi peneliti di
masa yang akan datang, karena pada umumnya
penelitian saat ini terbatas pada tanaman legum dan
beberapa tanaman serealia.

Igiehon & Babalola (2018) melaporkan bahwa
pada masa yang akan datang perlu mengembangkan
PGPR yang dimodifikasi secara genetik untuk
meningkatkan kinerja tanaman, karena lebih mudah
untuk memodifikasi bakteri daripada organisme
kompleks yang lebih tinggi. Inokulan tunggal yang
direkayasa juga dapat digunakan untuk beberapa
tanaman, terutama bila menggunakan genus non-
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spesifik seperti Azospirillum. Selanjutnya, rekayasa
genetika dapat digunakan untuk mengembangkan
bakteri yang efektif dengan inokulum dosis rendah dan
tahan pada berbagai kondisi lingkungan (seperti
kondisi kekeringan, pH rendah, salinitas tinggi dan
lainnya).

KESIMPULAN

Biofertilizer yang mengandung agen hayati
penambat nitrogen dapat membantu dalam
meningkatkan produktivitas tanaman dengan cara
meningkatkan BNF, peningkatan ketersediaan
atau penyerapan hara. Biological nitrogen fixation
tersebut dapat digunakan sebagai alternatif
pengganti sebagian penggunaan pupuk anorganik,
sehingga dapat mencegah pencemaran
lingkungan dan dapat membantu tercapainya
pertanian yang berkelanjutan.
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