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ABSTRACT

Anabaena azollae is an heterocyst Cyanophyceaean as symbiont of Azolla sp. Anabaena azollae is able to fix N, from
atmosphere and transform it into ammonium by its heterocyst cell. This research was conducted to study the influence of
different concentration level of nitrogen to the dynamic of Anabaena azollae heterocyst cell. Research was conducted by
observing heterocyst cell and variation nitrogen concentration in growing media in 21 days. In each sampling of Azolla sp.,
heterocyst observation was conducted for every 1000 cells in Anabaena azollae filament colonies. Result showed that
media with 0 mg/L nitrogen has the highest number of heterocyst cell. In early observation, there was increasing of
ammonium concentration in media 0 mg/L and 5 mg/L. Media without nitrogen addition has generated the highest number
of heterocyst cell.
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ABSTRAK

Anabaena azollae merupakan Cyanophyceae berheterokis yang bersimbiosis dengan Azolla sp. Anabaena azollae
memiliki sel heterokis yang membuatnya mampu mengikat nitrogen (N,) dari udara dan mengubahnya menjadi amonium
(NH,"). Penelitian ini dilakukan untuk mengkaji pengaruh konsentrasi nitrogen yang berbeda terhadap dinamika jumlah sel
heterokis pada Anabaena azollae. Penelitian dilakukan dengan mengamati heterokis dan perubahan konsentrasi nitrogen
pada media selama 21 hari pengamatan. Pada setiap pengambilan contoh, pengamatan heterokis dilakukan terhadap setiap
1000 sel dalam koloni filamen Anabaena azollae. Hasil penelitian menunjukkan bahwa jumlah sel heterokis tertinggi
terdapat pada filamen dalam media dengan konsentrasi nitrogen 0 mg/L. Pada awal pengamatan, peningkatan konsentrasi
amonium terjadi pada perlakuan 0 mg/L dan 5 mg/L. Media tanpa penambahan nitrogen memunculkan heterokis dengan
jumlah tertinggi.

Kata Kunci: Anabaena azollae, Azolla sp., heterokis

PENDAHULUAN

Tumbuhan Azolla sp. merupakan jenis tumbuhan
paku air yang mengapung yang umumnya terdapat
di perairan tergenang, terutama di sawah, rawa, dan
kolam. Azolla sp. dapat digunakan sebagai pupuk
organik karena mampu meningkatkan konsentrasi
nitrogen pada lingkungan hidupnya. Hal ini
disebabkan oleh kemampuan Azolla sp. berasosiasi
dengan Anabaena azollae.

Anabaena azollae merupakan alga berfilamen
yang memiliki kemampuan mengikat nitrogen (N;)
langsung dari udara dan mengubahnya menjadi
amonium (NH,") dengan bantuan enzim nitrogenase
(Meeks & Elhai 2002). Proses fiksasi nitrogen terjadi
pada sel heterokis. Sel heterokis merupakan
diferensiasi sel vegetatif yang terbentuk ketika

nitrogen pada lingkungan berada dalam konsentrasi
yang rendah (Wei et al. 1994). Sel heterokis muncul
dengan interval yang hampir teratur terhadap
keberadaan sel vegetatif. Letak sel heterokis dapat
berada di terminal (ujung) atau interkalar (tengah)
koloni (Meeks & Elhai 2002).

Sel vegetatif dan sel heterokis saling melengkapi
dalam aktivitas metabolisme Anabaena azollae. Sel
vegetatif berperan menyediakan gula, sedangkan sel
heterokis menyediakan nitrogen (Golden & Yoon
2003). Sel heterokis pada rangkaian filamen
memfiksasi nitrogen dan mengubahnya menjadi
glutamin, selanjutnya akan di ubah menjadi
karbohidrat oleh sel vegetatif melalui proses
fotosintesis. Proses fotosintesis pada Cyanophyceae
memanfaatkan klorofil-a dan pigmen phycobiliprotein
(Cohen & Bryant 1982 in Mur et al. 1999). Pigmen
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tersebut menyerap cahaya hijau, kuning, dan jingga
yang merupakan bagian dari spektrum (500-650 pum)
(Mur et al. 1999).

Buikema (1991) menjelaskan bahwa pada
Cyanophyceae berheterokis, seperti Anabaena, seluruh
sel dalam satu rangkaian filamen akan memiliki
morfologi yang sama saat kondisi nitrogen terpenuhi.
Sebaliknya, saat sumber nitrogen (amonium atau
nitrat) tidak terpenuhi pada media pertumbuhannya,
maka sel heterokis akan terbentuk. Oleh karena itu,
penelitian ini bertujuan untuk mengkaji pengaruh
konsentrasi nitrogen yang berbeda terhadap dinamika
jumlah sel heterokis pada Anabaena azollae yang
bersimbiosis dengan Azolla sp.

BAHAN DAN CARA KERJA

Penelitian dilaksanakan pada bulan Februari
sampai April 2015. Kegiatan penelitian dilakukan
pada skala laboratorium, bertempat di Laboratorium
Riset Plankton, Laboratorium Biologi Mikro I, dan
Laboratorium Fisika Kimia Perairan, Divisi
Produktivitas dan Lingkungan Perairan, Departemen
Manajemen Sumberdaya Perairan, Fakultas Perikanan
dan [Imu Kelautan, Institut Pertanian Bogor.

Azolla sp. (Gambar 1) ditumbuhkan dan
diperbanyak pada kondisi semi-outdoor dengan
kondisi lingkungan (suhu dan intensitas cahaya) yang
dapat ditolerir oleh organisme tersebut. Azolla sp.
dapat berkembang dengan baik pada kisaran suhu 20-
35°C, pada intensitas cahaya berkisar antara 25-50%
dari penyinaran matahari penuh dengan intensitas
cahaya 15 klux selama 12 jam setiap hari (Tamad
1994).

Inokulan yang digunakan adalah Azolla sp.
dengan usia 13-15 hari dengan akar berjumlah 3-4
helai. Selanjutnya, Azolla sp. dibilas akuades dan
direndam dengan Kalium Permanganat 20 mg/L
selama 60 menit (Mursalin 2007). Tujuan
perendaman adalah untuk menekan keberadaan
jumlah hama dan penyakit, sehingga Azolla sp. yang

Gambar 1 Azolla sp. yang dijadikan inokulan

292

akan ditebar memiliki kondisi awal yang seragam
sebelum diberi perlakuan. Pada penelitian ini, bobot
Azolla sp. yang ditebar pada masing-masing wadah
adalah sebesar 5 gram.

Penyiapan wadah dilakukan dengan memposi-
sikan wadah secara acak. Wadah yang digunakan
adalah akuarium yang memiliki ukuran 30 cm x 30
cm X 30 cm yang diisi dengan air sampai dengan
ketinggian 25 cm (volume 22,5 liter). Media cair
disiapkan dengan melarutkan pupuk ZA (Zwavelzuur
Amoniak) sebagai sumber nitrogen dan TSP (Triple
Super Phosfat) sebagai sumber fosfor pada masing-
masing akuarium berisi air sesuai dengan konsentrasi
yang ditentukan. Konsentrasi pupuk ZA dalam
bentuk nitrogen yang digunakan sebagai perlakuan
adalah 0 mg/L N, 5 mg/L N, dan 10 mg/L N,
sedangkan konsentrasi TSP dalam bentuk fosfor
yang digunakan adalah 30 mg/L. P. Perhitungan
konsentrasi N dan P mengacu pada SNI (2005).
Pengadukan perlahan dilakukan untuk memastikan
pupuk terlarut dengan air pada wadah.

Penelitian ini meliputi tiga jenis perlakuan
dengan tiga kali ulangan. Penempatan wadah
dilakukan secara acak dan kondisi lingkungan
dibuat homogen sehingga dapat memenuhi kaidah
penggunaan Rancangan Acak Lengkap (RAL).

Azolla sp. yang sudah disiapkan, ditebar ke
dalam wadah uji dengan perlakuan konsentrasi nitrogen
sebesar 0 mg/L., 5 mg/l, dan 10 mg/L. Setelah
penebaran inokulan, pengamatan terhadap Azolla sp.
dan sel heterokis Anabaena azollae (selanjutnya
disebut sebagai Anabaena) dan pengukuran kualitas
air dilakukan. Azolla sp. ditumbuhkan di dalam
wadah tersebut selama 21 hari.

Sebelum dan sesudah penebaran inokulan,
dilakukan pengamatan jumlah sel heterokis
Anabaena pada perbesaran lensa mikroskop 400x,
pengukuran unsur hara (NH;-N, NO,-N, NO;-N, dan
PO,-P) pada media cair (Eaton et al. 2005), serta
pengukuran parameter kualitas air seperti, suhu, pH,
dan intensitas cahaya (Eaton et al. 2005).
Pengamatan sel heterokis dilakukan setiap 2 hari
sekali dimulai dari hari ke-4 penelitian (Handajani
2011) dan pengukuran unsur hara dan kualitas air
dilakukan dengan interval waktu 7 hari.

Penelitian ini dilakukan menggunakan Ranca-
ngan Acak Lengkap (RAL) in time untuk melihat
pengaruh perlakuan (sumber nitrogen yang berbeda)
yang diberikan terhadap unit uji (jumlah sel
heterokis), dengan melibatkan waktu pengamatan.
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Rancangan ini melibatkan waktu pengamatan
terhadap organisme uji dengan harapan mampu
melihat perkembangan respon selama penelitian.
Analisis RAL in time dilakukan berdasarkan Mattjik
& Sumertajaya (2000). Selanjutnya, Duncan multiple
range test (DMRT) dilakukan sebagai uji lanjutan
hasil dari analisis RAL in time.

HASIL

Jumlah sel heterokis pada Anabaena

Hasil pengamatan menunjukkan adanya
serangkaian filamen tanpa heterokis dan serangkaian
filamen yang memiliki sel heterokis dengan interval
yang hampir teratur sepanjang selnya (Gambar 2).
Pada Anabaena yang memiliki sel heterokis, satu sel
heterokis ditemukan pada setiap 2-20 sel vegetatif.

Jumlah sel heterokis pada Anabaena selama
penelitian menggambarkan dinamika sel heterokis
dari organisme yang ditumbuhkan dalam media yang
berbeda. Perlakuan 0 mg/L umumnya mengalami
peningkatan. Jumlah heterokis berfluktuasi selama 21
hari pengamatan (Gambar 3). Sebaliknya, perlakuan
10 mg/L umumnya mengalami penurunan jumlah sel
heterokis. Uji statistik menunjukkan jumlah sel
heterokis yang berbeda nyata antar perlakuan
(konsentrasi nitrogen) dan antar waktu (P<0,05).

Gambar 2. (A) Anabaena azollae tanpa sel heterokis
dan (B) Anabaena azollae dengan sel heterokis

Amonium (NH,"

Amonium didapatkan dari penghitungan nilai
NH;-N (TAN) yang merupakan nilai amonia bebas
dan amonium. Pada umumnya, perlakuan 0 mg/L
mengalami penambahan konsentrasi amonium pada
media di awal pengamatan (Gambar 4). Sebaliknya,
pada perlakuan 10 mg/l. amonium pada media cair
umumnya mengalami penurunan. Konsentrasi
amonium pada perlakuan 0 mg/L lebih rendah
dibandingkan dengan perlakuan lainnya. Analisis
statistik menunjukkan bahwa perubahan konsentrasi
amonium pada media antar perlakuan (konsentrasi
nitrogen) dan waktu berbeda nyata (P<0,05).

Nitrit (NO,-N)

Nilai nitrit pada ketiga perlakuan berkisar 0,002
-0,004 mg/L (Gambar 5). Nilai nitrit pada ketiga
perlakuan tidak menunjukkan perbedaan signifikan
pada ketiga perlakuan. Hasil analisis statistik
menunjukkan bahwa perubahan konsentrasi nitrit
pada media antar perlakuan tidak berbeda nyata
(P>0,05). Uji statistik terhadap waktu pengamatan
menunjukkan bahwa konsentrasi nitrit berbeda nyata
terhadap perlakuan (P<0,05).

Nitrat (NO;-N)
Hasil penelitian menunjukkan bahwa nitrat
selama pengamatan pada perlakuan 0 mg/L memiliki
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Gambar 4. Hasil analisis parameter amonium
selama penelitian
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konsentrasi lebih tinggi dibandingkan perlakuan
lainnya. Konsentrasi nitrat pada semua perlakuan
meningkat hingga hari ke-14 penelitian, namun turun
pada analisis hari ke-21 (Gambar 6). Hasil statistik
yang dilakukan menunjukkan bahwa perubahan
konsentrasi nitrat pada media antarperlakuan
(konsentrasi nitrogen) tidak berbeda nyata (P>0,05).
Uji statistik perlakuan terhadap waktu pengamatan
menunjukkan bahwa konsentasi nitrat berbeda nyata
(P<0,05).

Ortofosfat (PO4-P)

Konsentrasi ortofosfat mengalami penurunan
pada setiap minggu pengamatan (Gambar 7). Nilai
ortofosfat pada perlakuan 10 mg/L lebih tinggi
dibandingkan dengan perlakuan lainnya. Perubahan
nilai tersebut dipengaruhi oleh pemanfaatan oleh
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Gambar 5. Hasil analisis parameter nitrit selama
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Gambar 7. Hasil analisis parameter ortofosfat
selama penelitian
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alga, bakteri, maupun tanaman air (Wetzel & Likens
1995). Uji statistik menunjukkan konsentrasi
ortofosfat berbeda nyata terhadap perlakuan
(konsentrasi nitrogen) dan waktu (P<0,05).

Kaualitas air

Kondisi lingkungan yang diamati melalui
parameter kualitas air (suhu, pH, dan intensitas
cahaya) memiliki kisaran yang hampir sama untuk
semua perlakuan. Hal ini disebabkan karena lokasi
penelitian serta tata letak wadah terhadap penyinaran
matahari adalah sejajar dan sama. Parameter kualitas
air berupa pH menunjukkan kisaran nilai sebesar
5,50-7,35. Parameter suhu selama penelitian
berlangsung berkisar antara 27-31°C. Pengukuran
parameter intensitas cahaya berada pada kisaran 3250
-5960 lux. Suhu, pH, dan intensitas cahaya tersebut
sesuai dengan kebutuhan hidup Anabaena dan Azolla

sp.
PEMBAHASAN

Berdasarkan penelitian diketahui bahwa jumlah
heterokis berfluktuasi pada ketiga perlakuan (0 mg/L,
5 mg/L, dan 10 mg/L). Fogg (1949) menjelaskan
bahwa jumlah heterokis pada Anabaena berfluktuasi
selama siklus pertumbuhannya, dan struktur
heterokis berkembang ketika beberapa zat nitrogen
spesifik dalam sel normal berada pada konsentrasi
kritis. Berdasarkan pengamatan heterokis yang
dilakukan secara visual, diketahui bahwa satu sel
heterokis ditemukan di antara 2-20 sel vegetatif.
Berdasarkan Watanabe (1984), Anabaena azollae
yang bersimbiosis dengan Azolla sp. dapat mencapai
jumlah heterokis yang tinggi. Jarak antara dua sel
heterokis berada di antara 3-5 sel vegetatif. Pada alga
biru yang tidak bersimbiosis, jarak antara dua sel
heterokis berkisar 15-30 sel vegetatif.

Sel heterokis pada Anabaena dengan media
tanpa penambahan sumber nitrogen (perlakuan 0 mg/
L), memiliki jumlah lebih tinggi dibandingkan
perlakuan lainnya (Gambar 3). Sel heterokis tersebut
terbentuk karena diferensiasi sel vegetatif menjadi sel
heterokis, yang merupakan respon dari kurangnya
konsentrasi nitrogen pada media hidup Anabaena
dan Azolla sp. Sumber nitrogen yang cukup pada
media, menyebabkan jumlah sel heterokis yang
terbentuk kurang dari media bernitrogen rendah. Hal
ini sesuai dengan Hill (1977) yang menyatakan
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bahwa terbentuknya heterokis pada Anabaena dapat
dihambat oleh nitrogen yang disuplai Azolla sp.

Sel heterokis akan mengikat nitrogen dari udara
dan mengubahnya menjadi amonium. Sejumlah kecil
amonium hasil fiksasi akan dilepaskan ke dalam air
selama pertumbuhannya (Watanabe 1984). Hal ini
sesuai dengan hasil penelitian, yang menunjukkan
adanya peningkatan konsentrasi amonium pada
media (Gambar 4). Peningkatan amonium juga dapat
disebabkan oleh Azolla sp. yang mati dan
melepaskan amonium ke media hidupnya. Selama
dekomposisi, nitrogen organik dimineralisasi secara
cepat pada dua minggu pertama, selanjutnya laju
dekomposisi berjalan lebih lambat (Watanabe 1984).
Oleh karena itu, pada akhir pengamatan, konsentrasi
amonium pada semua perlakuan meningkat
dibandingkan dengan minggu sebelumnya. 4Azolla sp.
yang mati ditunjukkan dengan warna daun yang
kecoklatan.

Selain amonium, sumber nitrogen anorganik
lainnya yang dapat dimanfaatkan oleh alga atau
tanaman air adalah nitrat. Hasil penelitian
menunjukkan konsentrasi nitrat dalam media hidup
Azolla sp. pada ketiga perlakuan meningkat hingga
hari ke 14 (Gambar 6). Peningkatan nitrat diduga
terjadi karena adanya proses nitrifikasi. Penurunan
konsentrasi nitrat terjadi seiring dengan kritisnya
konsentrasi amonium (H-21). Sigee (2005)
menjelaskan bahwa nitrat akan dimanfaatkan apabila
ketersediaan amonium berada dalam kondisi kritis,
karena dibutuhkan lebih banyak energi untuk
melakukan proses penyerapan nitrat.

Nitrit merupakan sumber nitrogen anorganik
lainnya yang dapat dimanfaatkan oleh alga dan
tanaman air. Namun, alga akan lebih memilih
menggunakan nutrien dalam bentuk nitrat atau
amonium (Widiastuti 2012). Hal ini ditunjukkan oleh
nilai nitrit pada penelitian yang tidak mengalami
perubahan konsentrasi yang signifikan di setiap
pengamatan (Gambar 5). Hal ini terjadi karena sifat
nitrit yang tidak stabil, berkaitan dengan keberadaan
oksigen, sehingga memiliki konsentrasi yang relatif
rendah di perairan.

Tersedianya sumber fosfor juga menjadi salah
satu faktor yang menentukan pertumbuhan
Anabaena dan Azolla sp. Orthofosfat merupakan
bentuk fosfor anorganik yang dapat langsung diserap
oleh alga dan tumbuhan. Konsentrasi Orthofosfat
pada ketiga perlakuan selama penelitian mengalami

penurunan setiap minggunya (Gambar 7). Hal ini
menunjukkan adanya pemanfaatan fosfor yang
digunakan untuk pertumbuhan Anabaena dan Azolla
sp. Fosfor merupakan komponen esensial yang
digunakan untuk proses metabolisme (Wagner
1997).

Uji statistik dengan RAL in time menunjukkan
bahwa perlakuan konsentrasi nitrogen berpengaruh
nyata terhadap parameter heterokis dan amonia,
sedangkan waktu penelitian memberikan pengaruh
nyata terhadap semua parameter yang diuji, yaitu
jumlah sel heterokis, amonia, nitrit, dan nitrat. Uji
lanjut yang dilakukan menunjukkan bahwa ketiga
perlakuan memiliki pengaruh yang berbeda terhadap
perubahan jumlah sel heterokis dan konsentrasi
amonium.

Dinamika sel heterokis dapat dilihat dari
perubahan jumlah sel heterokis sebagai respon dari
kurangnya ketersediaan nitrogen (amonium dan
nitrat) pada media. Sel heterokis dapat terbentuk dan
menjadi heterokis dewasa dalam waktu 15 jam
(Wilcox et al. 1973). Hal ini menunjukkan heterokis
dapat cepat terbentuk sebagai respon dari kurangnya
sumber nitrogen. Sesuai dengan hasil akhir penelitian
ini, persentase sel heterokis tertinggi dimiliki oleh
perlakuan 0 mg/L (tanpa sediaan nitrogen).
Perubahan sel heterokis terlihat pada minggu awal,
yang ditandai dengan peningkatan jumlah sel
heterokis yang signifikan pada perlakuan 0 mg/L.
Selanjutnya, jumlah sel heterokis pada Anabaena
berfluktuasi  bergantung  pada  ketersediaan
konsentrasi nitrogen pada media. Nitrogen yang
difiksasi oleh sel heterokis dapat dilepas ke media
pada saat pertumbuhan dan ketika Azolla sp.
mengalami  dekomposisi. Perubahan jumlah sel
heterokis pada Anabaena, bermanfaat memberikan
informasi mengenai peran Anabaena dan Azolla sp.
dalam memperkaya nitrogen pada lingkungan
hidupnya. Secara ekologi, hal ini berkaitan dengan
ketersediaan nutrien khususnya nitrogen pada

lingkungan perairan.
KESIMPULAN

Perlakuan konsentrasi nitrogen yang diberikan
pada media pertumbuhan Azolla sp. menghasilkan
jumlah heterokis Anabaena azollae yang berbeda.
Jumlah sel heterokis tertinggi terdapat pada
perlakuan dengan konsentrasi nitrogen 0 mg/L.
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