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Tujuan praktek lapang ini adalsh untuk lebih mengeta-
seluk beluk kegiaten penyispan inokulum di Indonesia, khu-
susnya d1 Usiversitas Gajsh Mada sebagasi produsen. Kegi-
atan ini dilakukan selams satu bulan.

Galur bakteri bintil akar yang digunakan sebagai ino-
kulum dslsm pembuatan inokulan Legin kedelai diisolasi da-
ri sejumlah varietas kedelai setempat dan impor ysng dita-
nam di suatu daerah sekitar Yogyakarta. Ads sepuluh galur
yeng diperoleh dari hasil seleksi yang didugs efektif, dan
kesepuluh galur ini yang digunakan sebagai inokulum. Oleh
koarena itu inokulum ini disebut juga sebagai inokulum wmul-
tigalur.

Untuk memperbanyak biaksn bakteri digunskaen sistewm
pertumbuhan bifase yang terdiri dari dua lapis medium yai-
tu medium padat den cair deungan perbandingan 3 ; 1. Seba-
gai medium digunakan manitol-ekstrak khamir dengsn kan-
dungan agar 1.5 persen. Jumlah bakteri bintil skar yang
diinokulasikan ke dalam gambut adalsh 109 sel per gram a

gambut.
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PENDAHULUAN
Latar Belakang

Penambatan nitrogen secara simbiosis di dalsm bintil
akar %tanaman pepolongan merupskan hasil interaksi bioiogis
yang kompleks antara lingkungan, tansman insng dan rizobi-
um (Larue, 1980). Dslam keadaan yang menguntungksn baik
bagili pertumbuhan tanaman inang maupun perkembangsn rizobi-
um yang sesual akan diperoleh simbiosis yang efektif dalanm
penambatan nitrogen (Frederick, 1978).

Resksl penambatan nitrogen memerluksn enzim nitrogen-
ase yang berfungsi sebagai pereduksi N, menjedi NH;. Re-
aksl yang dikatalisis nitrogensse ini membutuhkan senyawa -
berenergi tinggl (ATP) dan sejumlah reduktan (Subba Rso,
1982). Reduktan dan ATP ini diperoleh dari fotosintat,
yang ditranslokasikan dari daun ke bintil akar. Senyawa
berenergl tinggi ini juga dihasilkan dari proses respirasi.
Selanjutnya amonia dengan asam «~ketoglutarat aken memben-—
tuk asam amino glutamin dan kemudian membentuk protein
yang aken dlangkut ke dalam jaringan-jaringsn tansman un-
tuk pertumbuhannya (Steward, 1963; Dawes dan Sutherland,
19765 Subba Rao, 1982; Brock dan Madigan, 1988).

Penggunaan inokulum rigobium yang infektif den efeke
tif dalem ussha peningkatan produksi pepolongan memberikan
benyak keuntungan (Sihombing, 1986), antars lain sebagian

kebutuhan nitrogen bagi tanaman dapat terpenuhi, yang pada



gilirannya dapat meningkatkan kanduungan protein di dalam
tapaman, Selain itu penggunaan pupuk nitrogeun akan ber-
kurang sehinggs biaya yang diperluksn untuk berproduksi
menjadi relatif murah. Keuntungan lain yang tak langsung
dari penggunaan inokulum ini yang mengaskibatkan pertum-
buhan inang yang semakin bsik adalah bertambahnya bahan
organik taunah terutam2 nitrogen melalui pembenamsn daun
dan ranting tanaman segar (Soeprapto, 1982). Kemudian'
hal ini dapst wenjadikan kemungkinan tersedisnya nitrogen
di dalam tanah untuk pertansman berikutnya wenjadi lebin
besar dan keadsan fisik tanah menjadi lebih baik (Sihom-
bing, 1986).

Pemanfaatan penambatan nitrogen secara biologi, sela-
in dapat wmenguraungi kebutuhan pupuk nitrogen buatan (anor-
ganik) juga dapat ditingkatkan efisiensinys melalui pemi-
lihan inang yang sesuail dengan galur bskteri bintil akar
yang bersangkutan atau menyeleksi galur bakteri bintil
akar yang mempunyal ciri-ciri seperti infektif, efektif,
kompetitif dan persisten.

Berkaitan dengan itu, Burtoan (1979) dan Thompson
(1980) secara terpisah mengemukakan beberapa syarat pen-
ting yeng perlu diperhatikan di dalam upaya menyeleksi ga-
lur-galur rizobium untuk inokulum ysitu galur harus bersi-
fat infektif, artinys depat membentuk bintil akar pads ta-
naman insng yaug serasi; kemudian galur harus bers%£§£ 

Ao

efektif, kompetitif, dan mampu bertahan dalsm keai§§334
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kurang menguntungkan, artinya dapat tumbuh dengan baik di
dalam biakan, wedium pembawa atau "carrier" maupun di da-
lam tanah setelah biji yang diinokulasi ditansm, serta
bertahsn hidup di dalam tanah dari musim ke musim. Akan
tetapl dalam kenyataannya belum pernah ditemukan suatu ga-
lur yang unggul untuk setiap aspek tersebut. Pernyataan
yang tersebut terakhir ini diperoleh berdasarkan penelaah-
an yang dilakuksn secara terpisah oleh Chowdhury (1977)
dan Stowers dan Elkan (1980) terhadep kenyatssn bahwa ka-
dang-kadang ditemukan galur yang efektif tetapi tidak kom-
petitif atau galur yang kompetitif tetapi tidak efektif.

Produksi inokulum rizobium di Indonesia dipelopori
cleh Toxdpeus pada tahun 1936 yang dibuat di dalam tabung
reaksi berupa bilakan agar miring. Kemudian pads tahun
1941, de Jongh mulai memperkenalkan inckulum dalam ukuran
botol-botol yang besar walaupun masih berupa biakan agasr
miring, sedangkan inokulum dalsm bentuk tepung atau bubuk,
hbaru diperkenalksn olen RISPA Medan pada tshun enampuluhan,
dengan menggunakan bahan pembawa berups serbuk yang dibust
dari sabut kelapa (Yutono, 1986). Selanjutnya pads tahun
1968, Universitas Gajah Mada memperkenalkén inokulum dengan
bahan pembawa gambut dalam bentuk pssta, sedangkan inokulum
dalam bentuk tepung baru dibuet tahun 1979 (Hartadi, Komu-
nikasi pribadi).

Berdasarkan tinjauan Saono (1988), berbagsi macsm ino-

kulum yang sudah digunakan di Indonesis adalah Legin,



Rhizogin, Nitragin, IPB dan 33 119. Inokulum yang paling
banyak digunakan adaiah Legin, sedangksn inokulum lazinnya
masih dalam skala kecil (Saono, 1988).

Legin adslah inokulum ysng diproduksi oleh Universi-
tas Gajah Mada. Produksinya dalam skalz besar dimulsi ta-
hun 1980 atas permintaan Departemen Traunsmigrasi untuk di-
gunakan dalsm penansaman kedelal di lahan bukasan baru atsu
daerah transmigrasi (Yutono, 1986). Pada tanun 1983 Peme-
rintah telah menyebarluaskan Legin secara cuma-cuma kepada
para petani yang berpartisipasi dalsm progrsm intensifika-
si kedelai (Saono, 1988). Akibatnya penyebaran dan peng-
gunaan Legin dari tahun ke tahun mskin meluas baik di da-
erah transmigrasi maupun di Luar daerah transmigrasi, se-
perti lahan-lahan di Perkebunan Besar, PT Kapas, Patra Ta-
ni (Perusahsan Produksi Tenaman Pangan) dan lahan per-

orangan.

Tujuan Praktek Lapang

Berdasarkan uraian tersebut di atas, maks kegiatan
Praktek Lapang ini ditujukan untuk lebih mengetahui seluk-
beluk kegiaten penylapan inokulum di Indonesia, Khususnya
di Universitas Gajanh Mada gsebagai produsen. Telaah menge-
nai penyispan incokulum inl mencakup asal-usul galur yang

diperoleh, kemudian caraz mengisolasi, memurnikan,
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mencirikan den menyimpan galur tersebut serta menyispkan-
nys dalam medium pembawa. Selain itu aspek yang tak kalah
pentingnya adalah aspek pengelclasn penyiapsn inokulum
tersebut.

Proses pembuatan Legin ini tidak dapat diikuti selu-
ruhnya oleh penulisg karens waktu pelaksanaan praktek la-
pang yang terbatas. Oleh karens itu telsah mengenai pe-
nylapan bahan pembawa gsmbut dalsm pembuatan Legin ini die-

lakukan oleh rekan penulis, Dwi Karyani.
Waktu dan Tempat Praktek Lapang

Kegiatsn Praktek Lapang ini dilskukan di Laboratorium
Mikrobiologi, Pakultas Pertanian, Universitas Gajah Mada,
Yogyakarta, selama satu bulan. Data-data yang diperolen
berasal deri hasil pengsmatsn kegiatan penyiapan inokulum,
wawancara dengan pengelola kegilatan dan mengadakan telaah
kepustakean yang berhubungan dengan penyiapan inokulum yang

terpilih sebagal pokok bahasan.



TINJAUAN PUSTAKA
Bakteri Bintil Aksr

Berdasarkan Bergey's Manual edisi terbaru (1984),
bakteri bintil aker termasuk ke dalem famili Rhigzobiaceae,.
Sel-sel bakteri dari femili ini tidsk membentuk endospora,
berbentuk batang, motil dengan satu flagels polar atau
subpolar atau dengaen 2-6 flagela peritrikus, bersifat ase-
robik, bereaksi Gram negatif dan dapat menggunakan bebera-
pa macam karbohidrat. Bakteri ini biasanya menghasilkan
lendir ekstraselular selams pertumbuhannys pada medium
yang mengandung karbohidrat. Famili ini beranggotakan em-

pat genus yaitu Rhizobium, Bradyrhizobium, Agrobacterium

dan Phyllobacterium.

Sel bakteri Rhizobium dsn Bradyrhizobium mempunyai

kesamaan ciri dalam hal kemampuaunya merangsang pembentuk-
an bintil padsa akar tanaman pepolongan yang pada giliran-
nya menambat nitrogen secara simbiotik.

Bakteri yang termasuk ke dalam genus Rhizobium dapat
menyebabkan pembentukan bintil pada akar tanaman pepolongan
terutama di dserah beriklim sedang. Bakteri ini tumbuh ce-
pat pada medium agar Manitol Ekstrak Khamir (MEK), mengha-
silkan asam di daleam medium garam mineral dan DNA-nya
mengandung 59-64 persen G+C. Selnya nerbentuk batang de-
ngan ukuran 0.5-0.9 x 1.2-3.0 um, dan pada medium yasng ku-

rang baik akan berbentuk pleomorfik. Di bawah mikroskop



7

kontrag fase, sel-sel tersebut teriihat mengandung butir-

butir polo»ﬁ ~-hidroksibutirat yang refraktil. Suhu opti-

mum untuk pertumbuhannya adalah 25-30°¢ dengan pH optimum

6-7. Kolouni bakteri ini berbentuk bundar, berelevasi cem-
bung, bersifast tembus pandang (seémitranslucent) dan berte-
pian licin. Biasanya koloni tumbuh dengan diameter 2-4 mm
setelah 3-5 hari inkubasi pada medium agar MEK dan di da-

lom medium kaldu yang terkocok kekeruhan akan tampak nyats
setelanh 2-3 hari inkubasi.

Bakteri bersifat kemoorganotrof tvetapi tidak memanfa-
atkan selulose dan pati, kurang memanfaatkan pepton dan
tidak menghidrolisis kasein dan agsr. Sebagai sumber ni-
trogennys, bakieri dapst memanfaatkan garsm-garam amonium,
nitrat, nitrit dan assm-asam amino. Beberapa galur akan
tumbuh pads medium garam-garam mineral sederhana yang me-
ngandung vitamin bebas kasein hidrolisat sebagai sumber
karbon dan nitrogen, dan 3da yang memerlukan biotin atau
vitamin-vitamin lsinnys yang lsrut dslsm air.

Genus Bradyrhizobium dapst menyebabkan pembentukan

bintil pads skar tanaman pepolongan di daeran tropis dan
subtropis. Pertumbuhannys lsmbat di dalam medium MEK,
menghasilkan reaksi slkalin di dalsam medium garam mineral
den DNA-nys mengandung 61-65 persen G+C. Selnys berbentuk
batang dengan ukuran 0.5-0.9 x 1.2-3.0 um, dan berbentuk
pleomorfik pads medium yang kurang baik. Di delam selnys

akan terlihat butir-butir poli-ﬂ-&ﬂﬂroksibutirat yang



bergifat refraktil. Suhu optimum untuk pertumbuhannya
terletak pada kisaran 25-30°C dengan pH optimum 6-7. Ko-
loni bakteri berbentuk bundar, buram, sedikit tembus pan-
dang, putih dan berelevasi cembung. Diameter koloni tidak
lebih dari 1 mm setelah 5~7 hari inkubasi pada medium agar
MEK dan di dalam medium kaldu yang terkocok kekeruhan akan
tempak setelah 3-5 hari inkubasi.

Ditinjau dari aspek nutrisional bakteri Bradyrhizobi-

umn sa2ma deungan Rhizobium yang bersifat kemoorgsnotrof ha-

nya Bradyrhizobium lebih menyukali pentosa. Di atas medium

yang mengandung karbohidrat bakterl ini akan membentuk
lendir polisakarida eksitraselular. DBeberapa galur dapat

tumbuh secara kemolitotrof dalsm lingkungan H2, €0, dan O

2 2
yang rendan. Bakteri ini dapat menggunaksn garsm-gsram
amonium, nitrat dan beberapa asam amino sebagai sumber ni-
trogen, kurang memanfaatkan pepton kecuali galur-galur
yang diisolasi dari Lotononis, tidak menggunakan selulose
dan pati dan tidak menghidrolisis kasein dan agar. Umum-
nya bakteri ini tidak wmembutuhkan vitamin kecuali sedikit
bietin.

Klagifikasi lema dari pakteri bintil skar ini didasgsr-
kan atas kKonsep kelompok inokulasi silang (Lempirsn 1) de-
ngan beranggspan bahwa tanaman pepolongan yang berada di
dalam kelompok infeksi tertentu dipodulasi oleh spesies

bakteri bintil akar tertentiu. Dengan adanya penyimpangan

infeksi silang di antara kelompok-kelompok tanaman yaung



perbede maka klasifikasi ini lambat laun mengalami peru-

bahan sejalan dengan perkembasngan penelitian mengenai ge-
nom bakteri, Dengan adanya perubahan-perubahan tersebut

maka saat ini telah ditetapkan pembagian genus Rhizobium

menjadl tige spesies. Ketigs spesies tersebut adalah

R, leguminosarum, yang oleh Frank pada tshun 1879 dan 1889

diberi newa Schinzis leguminosarum, kemudian R. meliloti

Dangeard (1926) dan R. loti Jarvis, Pankhurst dsn Patel
(1982).

Genus Bradyrhizobium dianggap sebagsi suatu kelompok

bakteri bintil akar yang sangat heterogen yang nubungan
faksonominya belum jelas. Penelitisn yang baru-bsru ini
dilakukan oleh Hollis, Kloos dan Elkan pada tahun 1981
tentang hibridisasi rasio DNA/DNA memberi kesan bahwa ga-
lur-galur yang dianggap B. Japonicum dapat dipisahkan men-
Jadi sekurang-kurangnya tiga kelompok DNA homologi. Namun
sempai saat inl hanys B. japonicum yang merupaken spegies

dari Bradyrhizobium. B. japonicum ini merupakan name yang

diberikan oleh Kirchner (1896) dan Jordan (1982) setelah

mengalami perubahan-perubahan nama dari Rhizobacterium ja-

ponicum (Kirchuer, 1896) kemudian Rhizobium japonicum

(Kirchner, 1896 dan Buchanan, 1926). Nemun ada organisme-

organisme lain yang termeasuk genus Bradyrhizobium tetapi

belum diklasifikasikan sebagsi spesies atau biovar-biovar,
misalnys organisme-orgaunisme yang dspat menyebabkan pemben-

tukan bintil pada spesies Lotus tertentu (L. uliginosus dan
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L. pedunculatus). Oleh karens itu sebutan terhadap spe-

sies-spesiesny2 harus disertai keterangan tanaman inang

asalnya, miselnys Bradyrhizobium sp. (Vigna) atau Br dy-

rhizobium sp. (Lupinus).

Pemanfaatan Inokulum Bakteri Bintil tAksr

Inokulasi pada suatu tanaman pepolongan merupakan tin-
dakan memberikan inokulum bakteri bintil akar langsung ke-
pade biji~-biji tansman tersebut atau pada tanah yang aken
ditanawi (Departemen Pertanian, 1982). Inokulum tersebut
dapat berbentuk biakan cair, bisksn agar miring dslsm ta-
5ung reaksi atau dalam bentuk biakan dalam suatu bahan
yang berupa bubuk halus atau butiran~butiran kecil yang
berperan sebagal bahan pembawa ("carrier"), Sebagai bahan
pembawa antara lain dapat digunsksn kompos, gambut ateu
campuran gambut dan lempung (Yutono, 1986). Namun bentuk
inokulum yang paling sederhans adalah berupa tanah yaug
pernah ditanami tanaman pepolongan dengan penampilan per-
tumbuhan ysng baik (Departemen Pertanian, 1982).

Dengan adanys asosiasi antara bakteri bintil akar dan
tenaman pepolongan dalawm menambat nitrogen udara, maka ino-
kulasi perlu dilakukan terutame pada tanah yang belum per-
nah ditanami tansman tersebut (Yutono, 1981). Penswbatan
nitrogen secara simbiosis ini tidak terlepas dari pengaruh

lingkungan (Larue, 1980). Faktor-faktor lingkungan yang
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mempengaruhl ketahanan bakteri bintil akar sebagei inoku-
lum adslah suhu, kelembaban, pH dan salinitas (Juwarkar
dan Hewari, 1988).

Inokulum bskteri bintil akar di dalam bahan pembaws
gambut umumnya digunsken untuk menginokulasi lebih dari
satu varietas dari satu spesies tansman pepolongan atau
lebih dari satu spesies, bahkan untuk sejumlah genus ta-
naman pepolongan (Thompson, 1984). Sehubungan dengan hal
tersebut, ada dua macam inokulum yang sering digunakan ya-
itu inokulum wultigalur dan inokulum galur tunggsl. Ino-
kulum multigalur mengandung galur-galur dari dus kelompok
inokulasi atau cempuran galur-galur deri satu kelompok
inokulasgi, sedangkan inokulum galur tunggal mengsndung sa-
tu galur dari satu kelompeok inokulasi (Roughley dan Pulsg-
ford, 1980).

Keuntungan inokulum multigalur yaitu dapat menyedig-
kan suatu inokulum yang efektif untuk tanaman inang dengan
spektrum luas, sedangkan apabils digunakan galur tunggal,
kegagalan iunokulasi dapat terjadi akibat tidak adanya ke-
serasisn dengan tanaman inang (Roughley dan Pulsford, 1980;
Thompson, 1984). Kelemanan inokulum multigalur ysitu ke-
mungkinan dapat terjadi munculnya satu galur yang menjadi
dominan di dalam cempuran gslur tersebut karens adanya per-
bedaan kecepatan pertumbuhan, perbedaan ketahanan terhadap

lingkungan yang kurang menguntungkan atau adanya pengaruh-
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pengaruh yang antagonistis. Hal ini tidak akan terjadi

pads inokulum galur tunggal.
Penyilapan Inokulum

isolasi bakteri bintil zkar. Galur-galur bakteri

bintil akar dapat diperoleh dengan mengisolasinys dari
bintil akar tanaman pepolongan baik yang segar, yang sudah
kering atau bintil yang sudah tua dan dapet juga dari ta-
nah (Brockwell, 1980).

Bintil-bintil skar tersebut mengandung mikroorganisme
lain selein bakteri bintil akar baik di permukasn maupun
di dalsmnys. Oleh karena itu sebelum dilakukan isolasi,
bintil-bintil tersebut narus disterilisas; rermukaan ter-
lebih dahulu (Viaocent, 1970) agar bebas dari mikroorganis-
me yang dapat mengganggu pertumbuhan bakteri bintil akar.
Bahan desinfektan yang dapat diguneskan antars lain larutan-
larutan kalsium hipoklorit 3 persen, merkuri klorida 0.1
persen yang diasamkan (asam sublimat) dan hidrogen perok~
gida 3 persen (Somasegaran dan Hoben, 1985). Bintil-bintil
akar tersebut dapat digunskan segera setelah diambil dari
akar atau disimpan sementara pada suhu rendah. Isolssi
bakteri dari bintil yang tua atau kering perlu Penanganan
khusug untuk melindunginya deri kontaminan. Kontaminasi
cendawan dapat ditekan secara selektif dengan mencampurkan
0.002 persen aktidion ke dalam medium penumbuhan (Vincent;

1970).
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Medium yang baik untuk isolasi dan dapat membedakan
antars bakteri bintil akar dengan kontsminan adslah medi-
um agar MEK ditambah dengan larutan merah Kongo. Pada
medium ini kolonl bakteri bintil akar tidesk menyerap war-
na merah, sedangkan koloni kontaminan berwarna merah ksre-
ns dapat wmenyerap warna merah larutan merah Kongo (Vine
cent, 1970).

Ada dua carsz untuk mengisolasi bakteri bintil akar
&ari bintil (Subba Rao, 1982; Somasegaran dan Hoben, 1985).
Cera pertama yaitu dengan peungenceran serial yang disiap-
kan dari ekstrak bintil yang kemudian disebarkan pada me-
dium agar MEK. Kedua, dengaen wenyebarken cairan dari bin-
t1il yang dibelah pada permukaan medium agar cawan MEK de-
ngan bantuan batang kaca penyebar. Cawan tersebut diinku-
basi sampai 10 hari di dalem inkubator pada suhu 26°C.
Koloni-koloni bakteri yang besar dan berlendir askan muncul
setelah 4-5 hari inkubasi, sedangkan koloni ysng kecil ke-

mungkinan akan muncul setelah 10 hari inkubasi.

Seleksi galur bakteri bintil aksr. Burton (1979) dan
Thompson (1980) mengemukakan bahwa ada beberapa kriteria
yang perlu diperhatikan dalam wenyeleksl galur bakteri bin-
til akar sebagai inokulum. Kriteria pertama yaitu bakteri
tersebut mampu membentuk bintil pada tanaman inangnya yang
pada gilirannys dapat memberikan persedizan nitrogen yang
cukup. Kriteria berikutnya yaitu bakteri harus masmpu ber-

kompetisi dengan mikroorganisme lainnys atau dengan bakteri
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bintil akar yang tidak efektif, kemudian galur bakteri
tersebut harus dapat tumbuh dengen baik di dalsm medium
biakan, medium pembawa ("carrier®) dau di dslam tanah se-
telsh biji ditanem. Selain itu, bakteri harus tahan hidup
di dalam tenah dari musim Ke musim.

Autentikasi merupskan tahap awal yang sering dilaku-
kan dalam menyeleksi galur-galur bakteri bintil aksr. Au-
tentikasi ini adalah uji Kemampuan susatu galur bakteri
bintil akar untuk membentuk bintil pads tansman inang yang
cocok dengan menumbunhkannya pada kondisi yang terkontrol
(Brockwell, 1980).

Untuk mengu)i kemampuan bakteri membentuk bintil skar
ini diperlukan kondisi yang aseptis sehingga sebagai tem-
pat penumbuhan tenaman inangnya digunakaun tabung atau kan-
tong penumbuhan. 0Oleh karena itu, tansman yang dipakai
untuk pengujian ini harus berukuran kecil. Apabile tanam-
aun inang berukuran besar maka diperlukan tanaman penguji
yang berukuran kecil dan termasuk ke dalam satu kelompok
inokulasi dengan tansman inang tersebut. Umumnys sebagai

tanaman pengujl tersebut digunskan siratro (Macroptilium

atropurpureum), kerena tansman ini berukursn kecil dan da-

patl membentuk bintil akar dengan sebagian besar (90 per-
sen) kelompok inokulasi silang (Soedarsono dau Soesanto,
1983; Somasegaran dan Hoben, 1985). Selain itu, Somasegs-

ran dan Hoben (1985) menganjurkan puls untuk menggunakan
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beberapa jenis taneman (lihat Lampiran 2) dalam uji au-
tentikasi ini.

Uji selanjutnya adalah uji keserasian antara bakteri
tersebut dengen tanaman pepolongan dan ujl kemampuannya
dalam menambat nitrogen di delam botol Leonard yang dimo-
difikasi pada kondisi yang terkoutrol (Somasegaran dan Ho-
bhen, 1985). Sebagail parameter untuk mengetahui keefek-
tivannya yaitu dengan penetapaun bobot kering tansman bagi-
an atas, bobot kering bintil, kandungan N total dan akti-
vitas nitrogenase. Susatu hal yang harus dilakukan sebagai
uji selanjutnya dalam menyeleksi galur ini adalah evaluasi
iapangan.

Pemelinaraan biakan bakteri bintil akar. Menurut

Vincent (1970) dan Somasegaran dan Hoben (1985), ada bebe-
rapa metode yang dspat digunakan untuk memelihara biakan
bhakteri bintil skar. Metode yang paling sering digunakan
adzaleh penyimpanan pada agar miring MEK di dalam tabung
reaksi yang ditutup dengan kapas. Pada medium ini, bakte-
ri dapat bertahan selama & bulan pada suhu ruang, apabils
disimpan pada suhu readah (2°C) bakteri dapat bertahan
sampai 2 tahun, bahkan kenyataannya ada yang dapat berts-
han hingga 10 sampai 16 tahun. Namun masalah utams dari
metode ini adalah kehilangan kelembaban, tetapi hal ini da-
pet diatasi yaitu dengen menggunakan tabung berulir atau
dengan botol McCartney atau dengen agar miring di dalam ta-

bung yang berisi parafin cair yang steril (Thompson, 1984).
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Metode penyimpanan yang lebih baik adalah penyimpanan
dengan metode liofilisasi ("freeze dried"). Dengan metode
ini bakteri dapait bertshan minimum sampai 15-20 tahun dan
resiko kontasminasi dapat diperkecil.

Selain metode-metode tersebut di atas dapst puls di-
gunakan bentuk pengawetan dengan pengeringan pada manik-
manik porselin (metode "porcelain beads") dan pembekuan
suspensi cair di bawah anitrogen cair.

Bahan pembawa. Sahni (1977) mengungkspkan bahws un-

tuk keperluan prakitis, di dalesm produksil inockulan bakiteri
bintil akar (inokulum bakteri bintil ekar dalam bahan pem-
bawa) diperlukan susatu bahan pembaws yang cocok. Berda-
sarkan hal tersebut, Burton (1979) dan Thompson (1984) se-
cara terpisah mengemukakan bahwa mutu bahan pembawa yang
baik untuk bakteri bintil akar adslah tidak beracun, mem-
punyai kapasitas menahan air yang tinggi, mudah hancur dan
mudah disterilisasi, pH-nys mudsh ditingkatkan hiunggas 6.5-
7.0, mudah melekat pada biji dan siap tersedia dengan har-
ga layak. Roughley dan rulsford (1980) menambankan bshwa
hahan pembawa harus menyediakan medium yang bergizi untuk
pertumbuhan dan peningkatan kelangsungsn hidup bakteri.
Gambut merupakan bahan padat yang biasa digunakan se-
bagal pembawa biakan bakteri bintil aker dalam inokulan
tanaman kaceng-kacangan, karena gembut ini dapat menyimpan
air dan bekterl dalem jumlan yang relatif tinggi dan dalam

waktu ysng lama (32ono dan Kersono, 1981). Selain itu,
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gembut depat menyediakan kondisi alamiah bagil bakteri se-
hingga dapat mempertinggl Ketananannya pada biji (Subba
Rao, 1982).

Di dalem pemakaiannya biasanya digunakan gambut ste-
ril dan gambut yang tidak steril. Untuk mensterilkan gam-
but digunakan otoklaf atau radiasi gamma (Thompsoun, 1984).
Gambut yong steril bilasanys digunakan untuk produksi ino-
kulen dalam skala kecil, sedangksn gambut yang tidak ste-
ril untuk produksi dalsm skala besar (Somasegaran dan Ho-
ben, 1985).

Menurut Schreven (1970) sterilisasi terhadap gambut
memberikan beberapa keuntungan antara lain: dapat wmerubahn
kondisi fisik gambut atau tansh teruteme ciri koloidaluya;
dapat menghancurkan zat-zat yang bersifat racun; dan dapat
menyebabkan bahan organik lebih tersediza untuk keperluan
aktivitas bakteri.

Bakteri bintil akar dapat tumbun dan bertahan lebih
baik di dalam gambut steril dari pads gambut yang tidak
steril (Roughley dan Pulsford, 1980). Tingkat perbedaan
ini tergantung dari kecocokan gambui dan suhu serta lama-
nya penyimpanan. Jumlan bakteri cepat meningkat hingga se-
ratus kali lipat pada minggu pertams setelah inokulasi pa-
da suhu 2600 dan pertumbuhan menurun setelah empat minggu.,

Inokulan dengan bahan pembawa gambuit yang tidak steril

bilasanys mengandung bakleri bintil akar seratus kali lebih
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sedikit deri pazda gambut steril, karena tingkat kemstian-

nya di dalsm gembut yang tidak sterdil lebih tinggi.
Inokulasi Inokulum Bakteri Bintil Akar ke dalsm Gambut

Menurut Rougnley dan rulsford (1980), di Australis
Jumlah baskteri bintil akar yang diinokulasikan ke dalam
gambut minimum 1x109 gsel untuk setiap gram gembut yang ti-
dak steril dan 1x108 sel untuk setiap gram gambut steril,
sedangkan di Canada jumlah bakteri pintil skar Yang diino-
kulasikan per gram gambut adslah 1x106 sel (Somasegaran
dan Hoben, 1985). Subba Rao (1982} menambahkan bahwa di
USA, Jjumlah bakteri yaug diinokulasikan untuk setiap greom

8 sel.

gambut minimum 3x10

Nemun jumlah bakterl bintil aker yang dibutuhkan un-
tuk setizp biji sdalsh 1x102 gel dalsm kondisi yang me-
nguntungkan, sedangkan apabila kondisi kurang menguntung-
kan diperlukan jumlan sel lebih dari 1x106 setiap biji
(Roughley den Pulsford, 1980). Menurut Burton (1979) jum-
lah bakteri yang diperlukan untuk menginokulasi 01iji wini-
mum 1x103 sel per biji, sedangkan Vincent (1970) mengemu-
kakan bahwa 103-104 sel per biji sudah mencukupi untuk
menginokulasi biji.

Inokulasi bakteri bintil akar ke daelam gambut yang

tidak steril dilakuksn dengan menyebarkan inokulum bakteri

tersebut ke dalam gambut. Pencampuran ini dilakukan di
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dalam cawan (mangkuk) yang dilengkapi dengan pengaduk me-
kanik (Roughley dan Pulsford, 19Y80), sedangkan gambut ste-
ril diinokulasi dengsn cara meuyuntikksn inokulum dengan
peanyuntik steril ke dalam kantong polietilen yang telah

diisi gambut tersebut.



HASIL, PENGAMATAN

Di Universitas Gajah Mada, produksi inokulan bakteri
bintil akar dalam skals besar telah dilakukan sejak tahun
1979 atas permintaan Departemen Transmigrasi uniuk keper-
luan petani di dserah Transmigrasi. Produk inokulan ini
kemudian diberi nama Legin, yaitu kependekan dari Legume
Inoculant. Pengelolaannya ditangani oleh para Staf Jurus-
an Mikrobioclogi, Fakultas Pertanian di Universitas terse-
but. Sampail sast ini telah dihasilkan inokulan Legin yang
menginfeksi tanaman Kedelai, kacang tanah, lamtoro gung
dan beberapa tanaman penutup tanah.

Pada tanun 1979 inokulan bakteri bintil akar dalam
bentuk pasta telah digunakan untuk keperlusn Dinas Perta-
nian Propinsi Jambi. Inokulan tersebut berisi empat galur
bakteri bintil akar dengan gambut Hewa Pening sebagai ba-
han pembawa. Sebagian inokulan digunakan untuk penanaman
kedelai di lahan pembukaan baru di Muasra Bungo, Jambi yang
merupakan perwujudan Kerja sama antara Masyarakat Ekonomi
Eropa (MEE) deungan Dirjen Pertanian Tanaman Pangan.

Pada tahun yang sama telah digunakan puls 48 kg ino-
kulan untuk keperluan penanaman kedelai seluas 100 hektar
di Pazlembang Rice Estate (T Patra Tani) Pzlembang. Ino-
kulan inl terdiri dari ensm galur.

Atas saran dan kritik dari pemakal inokulan terutama

dari Palembang Rice kstate maka dibuat inokulan dalam
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bentuk tepung yang agak kering dengan kadar air lebih ku-
rang 30 persen.

Pada tahun berikutnya (1980) digunakan 114 kg inoku-
lan untuk keperluan penanaman kKedelai seluas 350 hektsr di
Polembang Rice Estate. Pada tshun yang sama puls dilaku-
kan pengiriman ke seluruh propinsi di Indonesiza kecuali
Timor Timur dengan nama baru Legin untuk keperluan Proyek
Pembinaan Pertanian Pangan Daerah Transmigrasi Pusat
(P3DT ), kemudian pada tahun 1983 telah diperluas untuk ke-
perluan Insus kedelai Tahun Anggaran 1983/1984,

Dalam periode tujuh tahun (1979-1986), Legin kedelai
telah digunakan sebanyak kurang lebih 90 ton yang setara
dengan 600,000 hektar lahan pertanaman kedelai, dengan do-
sis pemakaian 150 g inokulan untuk 1 hektar lahan pertaname
an. Jumlah tersebut termasuk keperluan untuk para petani
non Insus, PT Kapas Indah Indonesia (Sulawesi Tenggara),
PTP dan beberapa unsur‘perorangan (peta penyebaran Legin di
Indonesia berdasarkan propinsi penerima dapat dilihat pada
Lampiran 3).

Selain untuk kedelal, diproduksi pula Legin untuk je=
nis tanaman kacang-kacangan lainnya seperti kacang tanah,

lamtoro guung dan tanaman penutup tanah (Calepogonium caeru-

leum, C. mucunoides, Centrosema pubescens dan Pueraria ja=

vanica). Namun penggunaan Legin untuk jenis tanamane

teanaman inl tidak sebanyak penggunaau Legin untuk kedelai
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{ jumlah yang digunakan untuk masing-masing jenis Legin se-
tiap tahunnya dapat dilinat pada Lampiran 4),

Di dalem usshanya untuk mengembangkau inokulan bakte-
ri bintil akar untuk kedelai, Jutono dan rekan-rekan seja-
watnys di Universitas Gajsh Mada telah mengisclasi lebih
dari 164 galur dari sejumlsh varietas kedelsi setempat dan
impor ysng ditanam di sustu daerah sekitar Yogyakarta (Sa-
ono, 1988). Dari jumlsh tersebut dipilih 25 galur untuk
diuji keefektivannya dalam menambat nitrogen terhadap se-
puluh varietas kedelai dan diperoleh 10 galur ysng benar-
penar efektif. Sepuluh galur yang efektif tersebut diguns-
kon sebagai biakan induk untuk produksi inokulan Legin.

Pembuaten inokulan Legin terdiri dari dua tahap yaitu
tahap penyiapan inokulan bakteri bintil sksr dan tahap pe-~
nyiapan bahan pembawa gsmbut., Tahapan yang terakhir dila-
porkan oleh Dwi Karyauni, sedangkan tahapan yang pertams
akan diuraikan di bawah ini.

Penyiapan inokulan bakteri bintil akar ini terdiri da-
ri beberapa tahap yaitu tahap pembinaan koleksi bintil,
mengisolasi dan menyeleksi bakteri pintil aker, memperba-
nyak biakan serta menginokulasi bakteri ke dalam bahan pem=-

bawa gambuti.
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Koleksi Bintil

Bintil yang masih melekat di akar tasnaman pepolongan
dibersihkan dengan air. Bintil dipilih yang segar dan
berwarna kKemerahan, kemudian bagian akar selain potongan
akar yang berjsrak 0.5 cm dari kiri kanan bintil dipotong
dengan pisau atau gunting kecil. Bintil tersebut dicuci
kembali dan diriskan di atas kertas saring, kemudian di-
simpan di dalsm botol kaca atau botol plsstik berulir yang
telah diisi silikse gel (desikasn) sebanyak 1/4 isi botol
(Gembar 1). Ager pintil tidsk menyentuh siliks gel maka
kapas diletakkan di atas silika gel tersebut.

Di dalam setiap botol vberisi bintil yaung berasal dari
satu tanaman den 1isi bintil yang disimpan dalsm setiap bo-

tol tidak melebihi isi silika gel. Botol yaung telah

tatup berulir

bintil

Bilikas gel

Gambar 1. Botol untuk Fempat Menyimpan Bintil
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berisi bintil inl kemudian diberi label bertuliskan jenis
tanaman inang, tempat dan tanggal koleksi serta nama ko-

lektornya, dan disimpan pada suhu ruang.
Isolasi Bakteri Bintil Aksr

Bintil yang akan diisolasi, dipilih yang tidak rusak.
Bintil tersebut disterilisasi permukasn dengan merendamunya
di dalem larutan etanol 95 persen selama beberapa detik
dan dilasnjutkan ke dalam larutan Hg012 0.1 persen yang di-
asamkan selama 3-sampai 4 menit, kemudien dicuci dengan
air steril sekurang-kurangnys 6 kali. Apabila bintil ber-
ukuran besar maks cairannya langsung dikeluarkan dengan
pinset steril dan disebarkan pads medium agar MEK yang di-
bubuhi larutan merah Kongo (komposisi medium dapat dilihat
pada Lsmpiran %) di dslam cawan petri. Apsbila bintil
berukursn kecil maka bintil ini narus dihancurken dan di-
suspensikan dahulu dengan air fisiologis steril. Suspensi
ini kemudian disebarkan ke atas medium seperti yang terse-
but di astas. Untuk mencegah terjadinya komtaminasi cenda-
wan, ke dalam medium tersebut ditambahkan 0.002 persen sk-
tidion (Vincent, 1970). Cawan-cawan yang berisi biakan
ini kemudiaun diinkubasi di dalsm inkubator pada suhu ruang
( < 30°C) dan pertumbuhonays diamati setisp hari. Tahap-
tanap prosedur isolasi bakteri bintil aksr dari bintil
akar tansman pepolongan dapat dilinat pada Gambar 2 di ha-

laman berikut ini.
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bintil akar sterilisasi rermukaan, pencu-
cian dan penghancursn bintil

3

inkubasi \\\& pencawanan

Thermometer

pemindahan ke agar miring

Gambar 2. Tahap-tahap lsoclasi Bakteri Bimtil Akar
dari Bintil Akar Tanaman Pepolongan
Tipe koloni bakteri vintil akar yang tumbun, berbentuk
bundar, berelevasi cemoung, berwarna putih, perlendir, se-
dikit tembus pandang dan bertepian licin, sedangkan tipe
selnys secara mikroskopis berbentuk batang dengsan ukuran

0.5-0.9 x 1.2-3%.0 um, motil daan bersifat Gram negatif,
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Koloni yang tumbuh terpisah dipindahkan ke medium

agar MEK yang segar. Pemindahan ini dilskukan terus hing-
ga diperoleh kolonl yang wmempunyail tipe seragem. Untuk
mempertegas keseragamannya, pads setiap pemindahan dilaku-
kan pengesmatan secara mikroskopis terhadap bentuk sel dan
pewarnaan Gram-nya. Bakteri yang mempunyai tipe sel dan
kolonl yang seragam, dipindashkan dan dipelihars pada medi-
um agar miring MEK di aalam tabung resksi berukursan
15x160 mm untuk digunakan aalam pengujian selanjutnys, dan

disimpan pada suhu 4-8°¢C.
Seleksi Bakteri Bintil Akar

Seleksi bakteri bintil akar yang dapat dilskukan da-
lam kegiatan praktek lapang ini hanya uji pembentukan bin-
til akar atau uji autentikasi, sedangkan uji keserasian
dengan tanaman inangnya dan keefektivannya dalam menambat
nitrogen dalam kondisi terkontrol dan kondisi di lapang
tidak dapat dilakukan karena waktu pelaksanaan praktek la-
pang yang terbatas.

Pengujisn pembentukan bintil akar dilakukan dengan

menginokulasikan bakteri pada tanamen siratro (Macroptili-

um atropurpureum) yang ditumbuhkan aengan menggunakan kan-

tong penumbuhan yang berisi medium Thornton. Metode ini

mengikuti prosedur Hartadi dan Ksbirun (1983).
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Tahap-tahap yang dilakuken dalam pengujian ini adalah

penyiapan benih sirstro, penyispan medium Thornton, penyi-~
apan kantong penumbuhan dan pensnaman beunilh siratro ke da-
lam kantong penumbuhan.

Penyispan benih siratro. Biji siratro direndsm di

dalem larutan H2SO4 pekat selama 5 sampai 10 menit untuk
mempercepat perkecambahan biji, lalu segera dicuci dengan
air steril hingga bebas dari larutan tersebut. Biji ini
kemudian disterilisasi permuksan dengen merendamnya di da-
lam alkohol 95 persen selama b sempai 10 detik dan dilan-
jutkan ke dalam larutan Hg012 0.1 persen yang diasamkan
(Hg012 1 g; HCL pekat 5 ml daslam 1 liter aquades) selama

4 sempai 6 wmenit dan dicuci dengan air stgril sebanyak 5
kali.

Biji yang telah disterilisasi permukasn tersebut di-
kecambahkan di dalam cawan petri steril yang berisi kertss
saring lembab yang steril hingga panjsng akarnya mencapai
kurang lebin 0.5 cm.

Penyispan medium Thornton. Mula-mula disiapkan la-

rutan mikroelemen ys3itu dengan melarutkan 1.5 g HBBO4;

4.5 g MnSO4.H2O; 0.25 g N82M004.2320; 0.04 g CuSO4.SH20

dan 1.5 g 20804.7H20 di dalam 1 liter asquades. Selanjut-
nya medium Thornton dibuatl dengan melarutkan 2 g 083(P04)2;
0.5 8 KZHPO4; 0.2 g MgSO4.7ﬂ2O; 0.1 g NaCl; 1 g FePO4

dan 0.01 g FeCl3 di dalam 1 liter aguades, kemudian ditam-

bah larutan mikroelemen yang telah disiapkan sebsnysk 1 ml
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dan larutan dijage agar berada pada kisaran pH 6.5 saupai
7.0. Medium Thormton ini kemudian disterilisasi dengan ot
otoklaf pada suhu 12100 selama 20 menit.

Penyispan kantoug penumbuhan. Kantong plastik (poli-

propilen) yang tahan panas dengan ukuran 5x20 cm atau yang
lebarnys werupakan kelipatan 5, misalnya 20x20 cm dibagi
masing-maging selebar 5 cm (Gambar 3 di hslaman 29). Se-
mentara itu disiapkan karton yang mudah menyerap air de-
ngan ukuran 4x25 cm. Karton ini dilipat pads panjang

20 cm, sisanya (5 cm) dilipst dua kali masing-masing

2.5 cm. Pada lipatan 22.5 cm dibuat dengan pelubang ker-
tas (perforator). Lubang tersebut kelak untuk meletakkan
biji siratro yang telah dikecambahkan (Gambar 4 di halom-
an 30).

Karton tersebut kemudian dimasukkan ke dalam kanutong
plastik yang telan disiapkan. Kedudukan kecsmbah siratro
di dalam kantong penumbuhan dapat dilihat pada Gambar 5
di halsman %1. Kantong penumbuban ini disterilisasi de-
ngan otoklaf pada suhu 121°C selama 20 menit.

Penanaman bepnih siratro ke dalam kantong penumbuhan.

Medium Thornton steril sebauyak 25 ml dimasukkan ke dalam
kantong penumbuhan secara aseptik, kemudian kecambah sira-
tro yang telah disiapkan diletakkan pada lubang karton di

dalam keantong penumbuhan tersebut (Gambar 6 di hslaman 32).
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Gambar 3. Skema Kantong Plastlk sebagai Kantong Pe-
numbuhan (Skala 1 : 2)
—> ---- «—— Dbatas ukuran kantong
Selanjutnya, kecambah sirstro tersebut diinokulasi
dengan suspensi biakan agar miring yang berumur 5 hari de-
ngan jumlah bakteri 1x106 sel per benih. Suspensi ini di-
buat dengan menambahkan 5 ml larutan fisiologis steril ke
dalam satu tabung resksi biakan agsr miring. Kerapatan
suspensi ini ditetapkan dengan membust kurva standar yang

menunjukkan hubungan antara jumlah bakteri terhadap ab-

sorbansi dengan menggunakan spekirofotometer. Kantong-
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Gambar 4. Skema Pembuatan Karton: a. Skems karton
dan kedudukan lipatan (Skala 1 : 2),
~—> ---- tempat lipatan, O lubang; b.
Skema bentuk karton setelash dilipat apabi-
la dilihat dari samping
kantong penumbuhan yang berisi kecambah siratro tersebut
kemudian diletakkan paaa rak secara tegak, 1alu diinkubasi
pada te pat yang cukup cahaya. Bagisn akar siratro dilin-
dungi dengan kertas atau plastik berwarna gelap agar tidak
terkena cahaya. Kedudukan kantong penumbuhan di dalam rak
dapat dilihat pada Gambar 7 di nalsman 32. Tsnamau disma~
t1 secara periodik dan penambahan wedium Thornton dilaku-
kan apabila diperlukan supaya tansman tidak layu. Pemben-

tukan bintil akar terlihat kurang lebih dus wminggu setelah

inokulasi,
Perbanyskan Biakan Bakteri Bintil Akar

Galur bakteri bintil akar yang telan diseleksi, di-
tumbuhkan pada agsr miring MEK di dalam tabung resksi se-

lama 3-10 hari tergantung pada kecepatan pertumbuhnannys
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Gambar 5. Kedudukan Kecambah Siratro di dalsm Kan-

tong Penumbunan:y a. Siratro, b. Karton
di dslsm kantoug plastik dan c¢. Medium
Thornton steril

(tumbuh cepat atau lambat). Untuk memperbanyak biakan ini

digunakan sistem bifase. Sistem pertumbuhan bifase ini

terdiri dari selapis medium padat ysng dilapisi dengan we-

dium cair di dalam labu erlemmeyer dengan perbandingan

3 : 1. Medium yang digunakan adalah manitol-ekstrak kha-

mir (MEK) dengan kandungan agar 1.5 persen.

Biakan di dalam tabung reaksi tersebut dipindshksn se~

banyak dus oase (jarum inokulasi) ke dalam labu erlenmeyer
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berukuran 250 ml yang berisi 150 ml medium padat dan 45 @il

medium cair, kemudian digoyang-goyangkan di atas "shakern
atau mesin pengocok resiprokal (Eberbach, Corp., MI, USA)
pada kecepatan rata-rats 140 ekskursi ber menit secsra

kontinyu (Gambar 8),

Gambar 8. Biakan Bakteri di dalam Medium Bifase yang
Digoyang-goyangkan di atas Wshakern
Apabila bisken telsh terlihat pekat, jumlah bakteri dihi-
tung dengsn hemssitometer. Biazkan ini dipanen apabila
jumlah sel bakteri sudah mencukupi untuk diinokulasikan ke
dalam gambut yaitu antara 108 sampai 1010 sel per gram
gambut. Jumlah ini dapst dicspai pada hari kelima setelsh

pemindahan dari tabung reaksi.



34

Inokulasi Bakteri ke dalam Bahan Pembawa Gambut

Pada tahap ini, masing-masing biakanAcair dari sepu-~
luh galur yang terpilih yang dihasilkan dari pertumbuhan
bifase dihitung kerapatananya, kemudian kesepuluh gslur ini
dicempur masing-masing dengan jumlah bakieri yang sama.

Sementara itu disiapkan bahan pembawa gambut yaitu
dengsn mencampur 90 persen gambut dan 10 persen liat (Gru-~
mosol ), kemudian aitambah CaCO3 hingga mencapai pH 7. Me-
dium cempuran gembui inil disterilisasi dengan otoklsaf pada
suhu 121°C selama 1 Jam. Untuk meningkatkan ketahsnan hi-
dup bakteri di dalam gambut, maka ke dalam medium campuran
gambut tersebut ditambahkan medium cair yang steril dengan
dengan susunan manitol, KEHPO4, MgSO4.7H20 dan NaCl (Yuto-
no, 1981).

Suspensi biakan bakteri dari sistem pertumbuhan bifs-
se yang telah disiepkan, diinokulasikan ke dalam medium
campuran gambut tersebut di atas hinggs jumlah bakteri mi-
nimum 109 sel per gram gambut. Untuk mendapatkan kadar
air akhir sebesar 50 persen berat basah, make ke aalsm me-
dium campuran gsmbut itu ditambankan air steril.

Inokulasi bakteri ke dalam gambut dilakukan di dalam
mangkuk pencampur yang dilengkapi dengan pengaduk mekanik.
Campuran tersebutl kemudian diinkubesi minimal selama 5 ha-

ri pada suhu ruang.



PEMBAHAGAN
Koleksi Bintil

Penyimpanen bintil di dalam botol berulir seperti
yang terlihat pada Gambar 1 merupakan metode koleksi bin-
til yang biasa dipakai (Somasegaran dan Hoben, 1985).
Bintil yang dikoleksi dengan metode inil dapat bertahan se-
lama 6 sampai 12 bulan.

Bintil-bintil dikoleksi dari tenamaun yang hijau aan
segar karena tanaman seperti ini biasanys mempunyai bintil
yang besar dan merah yang diduga dapal menambat nitrogen

secara efektif.
Tsolasi Bakteri Bintil Aksr

Menurut Vincent (1970), bintil akar itaneman pepolongan
mengandung mikroorganisme lain selain bakteri biniil akar
di permuksan maupun di dalsmuya. Oleh karena itu bintil-
bintil yang akan diisolasi harus digterilisasi permukaan
terlebih dahulu. Nemun kemungkinan tumpuiinya mikroorga-
nisme lain (kontaminan) dapat terjadi tergantung dari ke-
tzhanan konteminan tersebut terhadap bahan desinfektan,
0leh kareuna itu untuk membedakan koloni antera bakteri bin-
+i1 akar dan kontaminan tersebut, terutama bakteri Agro-
bacterium yang mempunyai tipe morfologi kolonli sama dengan
bakteri bintil akar, digunakan larutan 0.0025 persen merah

Kongo yang ditambahkau Ke dalom medium agar MEK (Vincent,
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1970; Subba Rao, 1982). PFads medium ini koloni bakteri

bintil akar akan tampask putinh dsn tidak meyerap warna me-

rah dari lsrutan merah Kongo, sedangkan Agrobacterium atau

kontaminan lainnya berwarna meran karena dapat menyerap

warns meran tersebut.
Seleksi Bakteri Bintil Akar

Di dalam pengujian pembentukan bakteri bintil akar
ini digunaken tanaman siratiro senagai tanaman penguji pen-
danuluan, karena biji dsn tanamen ini berukuran kecil dan
tenaman ini dapat membentuk bintil akar haempir dengan se-
mua kelompok inokulasi silang (Somasegarau dan Hoben, 1985),

Penansman siratro ini dilakukan dengan menggunakan
kentong penumbuhan dan tidak menggunskan tabung penumbuhan.
Hal tersebut dilakukean karena penanaman dengan menggunakan
kantong penumbuhan tidak memerlukan agsr dsn lebih ekono-
mis.

Jumlah bakteri bintil aksr yang narus diinokulasikan
ke biji temsman berveriasi. Roughley dan Pulsford {1980)
herpendapat banwa dalam kondisi yang menguntungkan inoku-
1asi 100 sel bakteri untuk setiap bijl sudah mencukupi te-
tapi apabila kondisi kurang menguntungkan diperlukan jum-
lah lebih dari 106 sel per biji, sedangkan Burton (1979)

mengemukakan bahwa jumlah bakteri yang dibutuhkan untuk
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setisap biji minimum 103 sel. Sementara itu, menurut Vin-
cent (1970) jumlah bakteri per biji adalah 107 sampai 10%
sell

Berdasarkan beberapa pendapat tesebut meka di dalam
pengujisn autentikasi ini ditetapkan jumlah bakteri yang
didugs depat mencukupi untuk menginteksi tansman siratro

adalah sebaunyak 106 sel per benih.
Perbanyakan Biakan Bakteri Bintil AKar

Biakan yang ditumbuhksn di dalam medium bifase dike-
nal sebagai biakan pemula atau Ykultur startert (Subba
Rao, 1982). Kecepatan pertumbuhan bakteri di dalem medium
ini tergantung dari rasio volume medium agar dan medium
cair serta ukuran labu erleumeyer yang digunakan.

Di Laboratorium Mikrobiologi, Universitas Gajah Mada,
rasio optimum yang digunakan untuk pertumbuhan bakteri
bintil akar sdalah 150 ml medium agar dan 45 ml medium ca-
ir di dalam labu erlenmeyer berukuran 250 ml (Yutono, 1981).

Penggunaan medium bifase untuk pertumbuhan bakteri
bintil akar yang a2kau digunakan sebagai inockulum sangat
bsik, karena medium ini menyedizkan nutrisi cauangan dalam
bentuk padat jika nutrisi dalem medium cair sudah berku-
rang. Selain itu, wedium cair dari sistem bifase ini dapast
langsung digunakan sebagai inokulum atau dapat jugs disus-

pensikan di dalsm aquades deungan mudah.
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Perbanysakan biakan bakteri bintil akar ysug akan di-
gunakan sebagai inokulum di USA (Nitrsgin Company) dilaku-
kan dengan menggunakan fermentor-fermentor yang besar yang
dilengkapi dengan peralatan yang rumit untuk sterilisasi
uap, formulasi media, pengawasan bulh dan untuk pemantauan
pertumbuhan, sedangkan di Australia hanya dengen menggu-
nakan bejana yang verbentuk silindris dengan kapasitas 100
liter yang berisi meaium sebanyak 50 liter (Yutono, 1987).
Nemun menurut hasil penelitian di Australia cara yang se—.
derhana itu hasilnys lebih baik dari pada cara yang rumit

di USA.
Inokualasi Bakteri ke dzlsm Bahan Pembaws Gambut

Sebelum dilakukan inokulasi ke dalsm gambut perlu di-
adaken seleksi galur bakteri bintil akar yang aksen diguna-
kan sebagai inokulum, Burton (1979) dan Thompson (1980)
secara terpisah mengemukakan beberapa kriteris yang perlu
diperhatikan di dalam upays menyeleksi galur-galur bakteri
bintil skar untuk inokulum yaitu bakteri harus bersifat
infektif, artinys dapat membentuk bintil akar pada tansman
inang yang serasij; Kemudian bakteri harus bersifat efektif;
kompetitif; dan mampu bertahan dslam keaaaan kurang me-
nguntungkan, artinya dapat tumbuh dengan baik di dalam bi-
akan, medium pembawa maupun di dalam tanah setelah biji

yang diinokulasi ditanam, serta bertahan hidup di dalaem

tanah deri gusim ke musim.
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Berkaitan dengan itu, dalsm tahap penyiapan inokulum
bakteri yang akan digunakan di dalam inokulan Legin, sela-
in uji autentikasi dilakukan pula uji keefektivan bakteri
dalsm menambai{ nitrogen balk dalsm kondisi yang terkendali
maupun kondisi lapang. Pengujian keefektivan di dalam
kondisi yang terkendali dilakukan dengsn menggunakan botol
Leonard yang dimodifikasi yasng diletakkan di rumah kaca.
Keefektivan bakterl ini dibandingkan hanys terhadap kon-
trol nitrogen, dan penetapannya didaasarkan pada nilai bo-
bot kering tansman dan aktivitas nitrogenase.

Inokulum yang dibuat untuk Legin kedelai merupakan
inokulum multigalur yang terdiri dari 10 galur baskteri
bintil akar yang efektif. Tujuan digunakanaya inokulum
multigalur ini adalsh kisaran inang yang luas, mengingat
besarnya variasi kondisi lahan dan iklim serta banyaknya
varietas kedelai yang ditanam petani di Indonesia (Hartadi,
Komuunikasi pribadi).

Nsmun inokulum multigalur ini mempunyai kelemshan ya-
itu kemungkinan dapat terjadi munculnys satu galur yang
dominan karena adanya perbedaan kecepatan pertumbuhan, per-
bedsan ketahanan terhadap lingkungan yang kurang mengun-
tungkan atau adanya pengaruh-pengsrubh yasng sntagonistis,
Selain itu dapat Juga terjadi aasnya persamaan kerabst di
antara galur-galur tersebut sehinggse dapat dianggap seba-

gai satu galur satau galur tunggal.
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Dalam pembuatan Legin ini, jumleh bakteri yang diino-

kulasikan ke dalam gambut winimum 109

sel per gram gambut,
Jumlah sel persstuan banan pembawa ini berhubungan dengan
jumlah sel yang diterime oleh setiap butir biji. Untuk

1 hektar lahan kedelai diperluken 40-50 kg biji kedelai
(setiap kilogram kedelal berisi 10% butir biji), den untuk
menginokulasi sejumlah biji tersebut diperlukan 150 g gam-
but, sehingga jumlah gambut yang diperluksn untuk setiap
biji adalah 351074 sampai 3.75x10°% g ateu sevara dengan
jumlah bakteri sebanysk 3x105 sampai 3.75}:105 sel.

Di Australia, jumlah bakteri bintil aksr yang diino-
kulasikan ke delam gambut adalsh 1x109 sel per gram gasmbut
untuk gembut yang tidak steril, sedangkan unituk gembut
yong steril 1x10% sel (Roughley dan Pulsford, 1980). No-
mun di Canada, jumlah sel bakteri per grsm gsmbut adalah
1x106 (Somasegaran dan Hoben, 1985), sedangkan di USA jum=-
1ah minimum sel bakteri per gram gambut adalah 3x108 {Sub-
ba Rao, 1982).

Kelangsungan hidup biakan bakteri dipengaruni oleh
relembaban dan suhu penyimpanan inckulan. Thompson (1980)
menelaah bahwa kehilangan kelembaban 24 persen per minggu
pada suhu 59C menyebabkan rata-rata kematian 0.085 per
minggu dan menurun sampai 0.001 apabila kehilangan kelem-
baban 0.7 persen per minggu. Ditambahkan pula bahwa ter-

dapat interaksi antars bakteri bintil 2kar dengan
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kontaminan pada tingkat kKelembabsan tertentu. Kelembaban
optimum untuk gesmbut tidak steril berkisar 40-50 persen,
sedangkan untuk gambut steril berkisar 40-60 persen,

Burton (1979) mengemukakan bahwa jumlah sel bakteri
bintil akar yaug hidup tetap tinggl di dslam inokulan de-
ngan bahan pembawa gambut yang telah disimpan selama lebih
dari 12 bulan pada suhu 4-89C. Nemun menurut Thompson
(1984 ) pertumbuhan bakteri bintil akar yang tumbuh cepat
sedikit menurun setelah disimpan lebilh dari 12 bulan padaQ
suhu 400, sedangkan paaa suhu 26°C biasanya turun lebih
banyak. Aksn tetapi ketahsunan hidup galur-gslur yang tum-
buh lambat di dalam inokulan tetap tinggi pads suhu 26°¢
dan penurunan terjadi pada suhu 4°c. Roughley dan Puls-
ford (1980) mensmbahkan pula banwa tidak semua galur yang
tumbuh lambat di dalam inokulan menyukai penyilmpanan pada

suhu rendsh.



KESIMPULAN

Penyispan inokulum bakteri bintil akar dalam pembuat-
an inokulan Legin terdiri dari beberapa tahsp yaitu pembi-
naan koleksi bintil, mengisolasi dan menyeleksi bakteri
binti akar, memperbanyak biakan serts menginokulasi bakte-
ri ke dalam bahan pembawa gambut,

Pengelolaan inokulan Legin ditangani oleh pars Staf
Jurusan Mikrobiologi, Fakultas Pertanian, Universitas Gg-
jah Mada, Yogyakarta. Inokulan Legin ini merupakan inokye
lan multigalur yang terairi dari 10 galur bakteri bintil
akar yang efektif. Sebagei bahan pembawanya adalah gambut,
Jumlah sel pakteri yang diinokulasikan untuk setiap gram
gambut adalan 109 sel, sedangkan untuk setiap biji kedelsi

berkisar 3x105 sampai 3.75x105 sel bakteri.
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Kelompok Inokulasi Silang (Alexaunder,

Kelompok

kulasi Silang

Ino-

Spesies Rhizobium

Genus Tansman Inang

Kelompok

Kelompok

Kelompok

Kelompok
Kelompok
Kelompok

Kelompok

wAlfalfa™ H.
"Clover" R.
HpPag g.

"Bean" R.
"Lupine" R.
"Soybean" R.
"Cowpean

meliloti

1rifolii

leguminosarum

Medicago, Melilotus,
Trigonella

Trifolium

Yisum, Vicia, Latny-

phaseolil
lupini
japonicum

rus, Lens
Phaseolus

Lupinus, Ornithopus

Glycine

Vigna, Lespedeza,
Crotalaria, Pueraris,
Arachis, Phaseolus
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Lampiran 2. Tanaman-tanasman [nang yang Dapsat Digu-
nakan untuk Uji Autentikasi Bakteri Bip-
til Akar (Somasegaran dan Hoben, 1985)

"Parent Host"

Inang untuk
Autentikasi

Phaseolus vulgarig, F. coccineus

P. acutifolius

Medicago spp., Melilotus spp.,
dan Trigonella sp.

Trifolium spp.

Pisum spp., Vicia spp.,
dan Lens culinaris

Glveine max
Lupinus spp. dan Qrnithopus sp.
Sesbania spp.

Leucsena leucocephals dan
L. diversifolia

L. retusa
Lotononig bainesii

Cicer arietinum
Calliszndra spp.
Acacia senegal
A, auriculaeformis, A. mearnsii

A. albida, Arachis hypogea, A. glabarata,
Alysicarpus vaginalis, Cajsunus cajan,
gelopogonium mucunoides, Canavalia spp.,

Stylosanthes spp., Aeschenomene spp.,
Macrotyloma spp., Glycine wightii

(syn. Neonotonia wightii), Voandzeis

subterranea, Desmodlum Spp. danh
Centrosema spp.

Crotalsria spp., Clitoria spp.,

Lablab purpureus, Cyamopsis tetragono-

loba, Psophocarpus tetragonolobus,

Vigna spp., Fhaseolus lunatus,
Zornig spp., Pachyrrhizus sp.,
Sphenostylis macrocarpa dan
Macroptilium spp.

parent host
parent host
parent host atau
Medicago sativa
rarent host

parent host atau
Yicia fabsas

parent host
parent host
parent host

parent host atau
L. leucocephals

parent host
parent host
parent host
rarent host
parent host
parent host atau

siratro (Macrop-

tilium atropur-

pureum)

parent host atasu
siratro (Macrop-

tilium atropur-

pureum)
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Lampiran 5. Komposisi Medium Agar Manitol Ekstrak
Khamir (Viancent, 1970)

Komponen Medium Jumlah

Manitol 10.0 g
K2HPO4 0.5 g
NaCl 0.1 g
Ekstrak Khamir 0.5 g
Agar (Bacto) 15.0 g
Air suling 1000.0 ml

Medium diautoklaf pada suhu 121°C selams 15 menit.
Bils diperlukan penambahan zat warna merazh Kongo (Congo
red) maka larutan zat pewarna tersebut disterilkan secara
terpisah dan ditambahkan ke dalam medium segera sebelum
penuangan ke dalam cawan. Za2t warna inli biasanya ditambah-

kan sehingga mencapal konsentrasi akhir 0.0025 persen.
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