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RINGKASAN

JOKO TRI HADI. Uji Aglutinasi Galur-Galur Bakteri Bintll
Akar Kedelail Tumbuh Lambat dan Efektif (Di bawah bimbingan
TEDJA IMAS, JUSTINA SRI POERNOMO, dan ANJA MERYANDINI).

Penelitian ini bertujuan untuk mempelajiarl reaksi
aglutinasi vyang terbentuk di antara galur-galur bakteri
bintil akar kedelal tumbuh lambat dan efektif. Darl reaksi
yvang terbentuk galur-galur tersebut dikelompokkan berdasar-
kan kesamaan atau. kekerabatan antigeniknya, mengingat sum-
ber-sumber galur tersebut masih terletak pada lokasl yang
berdekatan.

Pengujian dilakukan dengan mereaksikan antigen dan
antibodl di dalam cawan plastik bercekung yang dlinkubasi-
kan dalam penangas air bersuhu 52°C selama 2 jam, 4 jam dan
dienapkan selama 24 jam dl dalam refrigerator (lemari es
bersuhu 4°C). Reaksi aglutinasi positif ditandai dengan
Cterbentuknya gqumpalan agqregat besar sampai #ecil berupa
butiran-butiran halus dengan cairan jernih disekitarnya.

Hasil reaksl aglutinasi dengan cawan plastik berce-
kung, setelah dibiarkan di dalam penangas air bersuhu 52°C
selama 2 jam dan 4 jam tidak berbeda hasilnya bila diamati
langsung dengan mikroskop binokuler. Dengan demikian vari-
4si perlakuan pemanasan di dalam penangas air bersuhu 52°¢
Selama 2 Jam dan 4 jam ternyata tidak mempengaruhi penam-

pilan reaksi aglutinasi yang terbentuk, dengan perkataan



lain reaksi aglutinasi flagelar dan somatik pada penelitian
ini sukar dibedakan. Pembentukan reakst aglutinasi tampak
lebih tegas setelah dienapkan selama 24 jam dalam refrige-
rator (lemari es bersuhu 4°C).

Dari 12 galur uji, 3 menunjukkan reaksl yang tampak
kuat pada galur 47, 43 dan 42, sedangkan 9 lainnya tampak
lemah pada galur 50, 30, 28, 26, 23, 20, 18 dan 07 dalam
reaksi antara antigen dengan antibodi homolognya. Dua
galur standar (53 dan 52) Juga menunjukkan reaksi yang
tampak kuat.

Hasil pengujian reaksl aglutinasi silang (dari 182
reaksl yang dllakukan} sebaglian besar (80.77%) tidak bere-
aksi dan hanya 35 (19.23%) yang menunjukkan terjadinya
pembentukan gumpalan positif. Dari 35 reaksi yang terben-
tuk, 1 diantaranya menunjukkan reaksl yang tampak sangat
Kuat (Antligen 42-Antlserum 28), 13 tampak kuat, dan 21
lainnya tampak lemah. Kuat lemahnya reaksi ditetapkan
berdasarkaﬁ gumpalan yang terbentuk dibandingkan reaksi
homolog. Dengan demikian secara serologis galur-galur
bakteri bintil akar kedelal tersebut ada yang sekerabat.

Dari hasil uji aglutinasi, galur-galur ujl dapat dibe-
dakan berdasarkan clri-ciri antigeniknya. Perbedaan yang
kecil diantara galur dapat terhimpun dalam suatua kelompok,
masing-masing yaltu kelompok galur 43, 23 dan 07; kelompok
galur 50, 47 dan 20; kelompok galur 42, 30 dan 28; kelompok

galur 25 dan 18, sedangkan galur 53 dan 26 merupakan galur



masing-
52

galur

juga oleh antiserum dari gailur 53.

ang berbeda dari galur lainnya karena antigennya
asing hanya dikenali oleh antiserumnya sendiri;

lapat dikenali
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PENDAHULUAN

Latar belakang

Kedelal! merupakan tanaman pangan penting setelah beras
dan Jjagung karena memiliki kandungan protein, karbohidrat
-dan lemak nabati yang tinggl (Vincent, 1982)}). Kandungan
protein yang tinggi pada bijl kedelai (38-45%) menyebabkan
produksi tanaman ini membutuhkan banyak nitrogen. Untuk
menghasilkan 1 kg biji kedelail tanaman membutuhkan 70-80
gram nitrogen (Pasaribu, 1981). Tanaman kedelail dapat
memenuhl sSebagian kebutuhan nitrogen (75.9%), melalul
simbiosis dengan bakteri bintil akar dengan cara penambatan
nitrogen secara hayati (Alexander, 1977), bahkan simbiosis
inli sanggqup menggantikan sebagian fungsi pupuk nitrogen-
anorganik, sehingga dapat mengurang! ketergantungan tanaman
pada penggqunaan pupuk nitrogen buatan (Stowers dan Elkan,
1980).

Jumlah nitrogen yang ditambat cleh bakteri bintil akar
yang bersimbiosis dengan tanaman pepolongan berbeda-beda,
tergantung pada 1nteraksi'antara spesies tanaman inang,
varietas tanaman inang, dan galur bakteri bintil akar,
serta faktor-faktor lingkungan (Frelire, 1977). Faktor
lingkungan yang mempengaruhl penambatan nitrogen, 1lalah
_ kondisi tanah dan iklim (Alexander, 1977). Faktor iklim
vang mempengaruhi penambatan nitrogen antara lain adalah

suhu, sedangkan kondisi tanah yang mempengaruhi penambatan



nitrogen adalah kelengasan tanah, pH dan Kkadar nitrogen
dalam tanah; unsur-unsur P dan K yang tersedia dalam tanah;
unsur-unsur mikro ¢Co dan Mo (Buckman dan Brady, 1964;
Alexander, 1877}).

Populasi bakteri bintil akar di dalam taﬁah sangat
bervartasi, bahkan ada tanah-tanah tertentu yang tidak
mengandung bakteri bintil akar. Tanaman pepolongan yang
tumbuh bailk dengan bintil-bintil berfungsi menunjukkan
adanya keseraslan antara tanaman tersebut dengan bakteri
bintil akar di dalam tanah. Dengan adanya kekhususan dalam
asosliasi bakteri bintil akar, serta perbedaan dalam efek-
tivitas galur-galur bakteri bintil akar, wmaka Inokulasli
dengan bakteri bintil akar yang paling cocok untuk tanaman
pepolongan yang akan ditanam sangat menguntungkan bagl
pertumbuhan tanamannya (Jutono, 1985).

Di Indonesia, penanaman kedelal sebagian besar (60%
dari luas pertanaman) ditanam pada lahan savah bekas padi,
tanpa didahului dengan pengolahan tanah dan pemberlan 1ino-
kulan, sedangkan varietas kedelai yang cocok dl lahan sawah
dan dapat menghasilkan dengan balk terutama adalah Wilis,
yakni varietas yang berbiji kecil, tumbuhnya cepat, dan
mampu membentuk polong lebat, walaupun tanaman kurang subur
(Sumarno, dkk., 1985). Lahan sawah bekas padi yang blasa
ditanami kedelai, diduga mengandung galur-galur bakteri
bintil akar kedelai asli yang unggul. Sementara ini, 4di

Laboratorium Mikroblologi, Jurusan Biologi, FMIPA-IPB telah



dilakukan usaha untuk mendapatkan galur-galur bakteri ter-
sebut daril lahan sawah di Majalengka. Dari contoh-contoh
tanah vyang diambil (dari 10 lokasi yang terpancing oleh 5
varietas kedelal) telah didapatkan 50 galur bakteri yang
semuanya telah dlbuktikan keasliannya sebagal bakteri bin-
til akar. Semua galur tersebut dilaporkan sebagal bakteri
tumbuh lambat (Tedja Imas, 1991), dan tergolong Bradyrhizo-
bium dJaponicum, mengingat ciri-cirinya yang tumbuh 1lambat
{(7-10 hari) dalam medium agar Manitol Ekstrak Khamir (se-
lanjutnya disingkat MEK), dan bereaksi basa (bervarna biru)
bila ditumbuhkan dalam medium agar MEK yang dibubuhi 1indi-
kator brom timol biru (Jordan, 1984). Dari 50 galur terse-
but, 12 diantaranya dipilih mengingat efektivitas simblo-
tiknya tinggi (lebih dari 70%), sehingga galur tersebut
dikatakan efektif dalam menambat nitrogen (Tedja Imas,
1991). Empat galur uji menunjukkan performans yang lebih
baik dalam menambat nitrogen dlbandingkan gaiur standar
uspa 110, bahkan tanaman yang diinokulasi dengan ke-12
galur bakteri tersebut memperlihatkan performan yang lebih
baik dibandingkan tanaman yang diinokulasi dengan tanaman
kontrol yang diberi KNO, 0.05%.

Menurut Vincent (1982), teknlk serologis merupakan
salah =atu cara yang digunakan dalam pencirian bakteri
bintil akar. Pencirian serologis umumnya digunakan wuntuk

mengenali identitas mikroorganisme secara lebih spesifik



berdasarkan sifat-sifat antigeniknya, sedangkan pemanfaat-
annya untuk menunjukkan kekhususan sifat galur balk pada
penelitian di laboratorium maupun di lapangan. Salah satu
teknik serologis tersebut adalah uji aglutinasli yang meli-
batkan dua reaktan utama yaitu antigen dan antibodi. Hasil
reaksi antara ke-2 reaktan tersebut bersifat spesiflk se-
hingga dapat dipakal sebagal penanda galur dalam pengenalan
identitas atau kekerabatan antigenik bakteri bintil akar.
Disamping itu reaks! aglutinasi lebih sederhana dibanding-
kan teknik serologis lainnya (Bergersen, 1980), dan reaksi
penggumpalan yang terjadi dengan cepat dapat ditunjukkan
dengan adanya pembentukan agregat dari butiran-butiran
halus sampal butlran kasar. Ciri-ciri gumpalan ini menun-
jukkan reaksi agqlutinasi somatik dan flagelar (Vincent,
1370).

pemilihan metode serologis ini, tentunya berkaitan
pula dengan tersedianya fasilltas, biaya, beban pekerjaan

vang dapat ditanggung, dan ketrampilan yang dimiliki.

ujuyan tian
Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari reaksi
aglutinasi yang terbentuk di antara galur-galur Dbakteri
bintil akar kedelai tumbuh lambat dan efektif. Darl reak-
si yang terbentuk, galur-galur bakteri tersebut dapat dike-
lompokkan berdasarkan kesamaan atau kekerabatan aﬁtigenik—
nya, mengingat sumber-sumber galur tersebut pada umumnya

masih terletak pada lokasi yang berdekatan.



Manfaat Penelitian

Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini antara lailn
adalah (i) mendapatkan galur-galur baktert bintll akar
sesual dengan kelompok serologisnya (data kelompok), (11
hasil 1Inl dapat digunakan sebagail penanda galur dalam pe-
ngenalan identitas atau kekerabatan antigenik bakteri bin-
til akar, (iii) mendapatkan antiserum Yyang dapat digunakan
untuk mengujl galur-galur bakteri bintil akar kedelai lain,
dan antiserum ini memiliki nilai ekonomi yang tinggl karena

sangat mahal harganya.



TINJAUAN PUSTAKA

pakteri Bintil Akar Kedelal

Menurut Bergey's Manual of Systematic Bacteriology
Volume I (Jordan, 1984), kelompok bakteri yang terqgolong
famili Rhizoblaceae memiliki empat genus, yaitu Rhizobium,
Bradyrhizobium, Agrobacterjum, dan Phyllobacterium. Darl
kelompok bakteri ini yang memilikl kemampuan untuk merang-
sang pembentukan bintil pada akar tanaman pepolongan dan
menambat nitrogen molekular secara simblotik adalah
Rhizobium dan Bradyrhizoblum. Secara umum genus Rhizoblium
memiliki ciri-ciri utama tumbuh cepat di atas medium agar
MEK, menghasilkan reaksi asam di dalam medium manitol-garam
mineral, DNA-nya mengandung 59-64% G+C {Guanin dan
3itosin), serta menyebabkan pembentukan bintil, terutama
pada akar tanaman pepolongan di daerah beriklim sedang
(subtropis). Sebaliknya genus Bradyrhizobium berciri-ciri
tumbuh lambat, menghasilkan reaksi alkalin, DNA~nya mengan-
dung 61-65% G+C, serta menyebabkan pembentukan bintil akar
terutama pada tanaman pepolongan di daerah tropis dan pada
beberapé tanaman di daerah beriklim sedang (Jordan, 1984).

Koloni Rhizobium berbentuk bundar, dan berelevasi
cembung biasanya sedikit tembus cahaya, lengket dan berdia-
meter 2-4 mm dalam waktu 3-5 hari pada medium agar khamir-
manitol-garam mineral. Sebaliknya koloni Bradyrhizobium

berbentuk bundar, berelevasi cembung, blasanya jarang



sekali tembus cahaya, berwarna putih, dan teksturnya cende-
rung granula; pada medium agar khamir-manitol-garam mineral
diameter koloniﬁya tidak wmelebihi 1 mm selama inkubasti
5-7 hari (Jordan, 1984). Menurut Fuhrmann (1950}, koloni
Bradvrhizobium japonicum di atas medium agar MEK dibedakan
menjadl 3 tipe, yaitu large mucoid (LM), large watery (LW},
dan small dry (SD). Tipe large dan small, koloninya berdi-
ameter > 1 mm dan < 1 mm setelah diinkubasi pada suhu 28°C
selama 7-10 hari. Koloni LM mempunyai ciri-ciri berlendir,
seluruhnya tampak cembung, tembus cahaya atau tidak, se-
dangkan koloni LW biasanya datar, dan tembus cahaya, ber-
air, dan cenderung tidak teratur, atau berupa granula.
Koloni 8D seluruhnya lebih cembung, relatif tembus cahaya
atau tidak.

Berdasarkan kecepatan tumbuhnya 41 dalam medium agar
MEK, kelompok bakteri Rhizobium memiliki waktu generasi
rata-rata kurang dari 6 jam (Stowers, 1985), atau 2 sampal
4 jam (Somasegaran dan Hoben, 1985) atau 2.9 sampai 4.8 jJam
(Keyser et al., 1982}, sedangkan kelompok Bradyrhizobiunm
memiliki wvaktu generasi rata-rata lebih dari 6 jam
(Stowers, ‘1985), atau 6 sampai 9 jaﬁ {Somasegaran dan
Hoben, 1985) atau 6.7 sampai 13.0 jam (Keyser et al., 1982),
atau 8 sampal 20 jam (Israel et al., 1986).

pada umumnya sel-sel bakteri bintil akar bersifat
aerob, dan berbentuk batang berukuran 0.5-0.9x1.2-3.0 um,

bersifat gram negatif dan tidak membentuk spora. Biasanvya,



dalam lingkungan pertumbuhan yang kurang baik akan berben-
tuk pleomorfik. Sel bakteri ini juga mengandung butiran
poli 8-hidroksi-butirat yénq barsifat refraktlil bila di-
amati di bawah mikroskop kontras fase (Jordan, 1984).

Motil dengan satu flagelum polar atau subpolar, bisa
juga dengan 2 sampal 6 flagelum perlitrikus. Pertumbuhan
optimum berlangsung pada kisaran suhu 25-30 0C, dan pH 6-7,
kecuali. galur-galur dari tanah asam. Sebagal kemoorgano-
trof, bakteri bintll akar dapat menggunakan berbagal karbo-
hidrat dan garam-garam asam organik sebagal sumber karbon-
nya, tanpa disertal pembentukan gas. Pertumbuhan pada
medium karbohidrat ini, biasanya disertai pembentukan len-
dir polisakarida ekstraselular dalaw jumlah banyak. Namun
demikian, bakteri ini tidak dapat menggunakan selulosa dan
pati. Sebagail sumber nitrogen bagi pertumbuhannya, dapat
dipakal garam-garam amonium, nitrat, nitrit, dan sebaglan
besar asam amino (Jordan, 1984). Medium MEK merupakan
medium baku yang sudah sangat umum dipakai untuk berbagai
tujuan pencirian bakteri bintil akar (Vincent, 1970).

Di dalam simbiosisnya dengan tanaman pepolongan, bak-
tert inl secara khas dapat menginfeksi rambut-rambut akar
tanaman inangnya dan menyebabkan pembentukan bintil-bintil
akar. Di dalam bintll akar, bakteri tersebut merupakan
simbion intraselular. Semua galur bakterl bintil akar
menunjukkan kekhususan terhadap inang dalam kisaran terten-

+u (Jordan, 1984).



Perubahan pH yang dlakibatkan oleh hasil reaksi metabo-
lisme dapat diamati secara kualitatif dengan membubuhkan
indikator biru brom timol 0.0002% (b/v) ke dalam medium
agar (Vincent, 1970). Reaksi asam ditunjukkan oleh beru-
bahnya Qarna indikator (medium) menjadi kuning, sedangkan
reaksi alkalin menyebabkan warna medium menjadi biru.
Perubahan pH secara kuantitatif dapat pula diamati dengan
menumbuhkan bakteri di dalam medium kaldu (Date, 1982),
atau membuat suspens! sel dari biakan agar ke dalam medium
kaldu (Norris, 1965}.

Pada umumnya sebagian besar bakteri bintil akar kurang
atau tidak mampu menyerap warna darl medium MEK-garam mine-
ral vyang dibubuhi zat warna merah kongo pada tingkat kon-
sentrasi 0.0025% {(v/v) (Jordan, 1984). <Zat warna tersebut
digunakan untuk membedakan kelompok bakterl bintil akar,
seperti Rhizoblum dan Bradvyrhizobium vyang relatif tidak me-
ﬁyerap warna merah dari kelompok bakteri laln (Familil
Rhizobiaceae), seperti Agrobacterjium yang biasanya mampu
menyerap warna merah kongo dengan balk {Vincent, 1970).

Berbagai Jenis tanaman kedelai pada umumnya hanya
dapat dinodulasi oleh bakteri tumbuh lambat yang tergolong
Bradyrhizobium., Genus Bradyrhizobium hanya dikenal satu
spesies, yaitu Bradyrhizobium japonicum., Sel-sel bakteri

ini selain membentuk bintil akar pada tanaman kedelai, 3juga

mampu membentuk bintil pada tanaman siratro (Macroptilium

artropurpureum) (Jordan, 1984}.
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Galur Bakteri Bintil Akar Kedelal EfekEif

Galur merupakan nama kolektif yang diberikan pada
sepmua turunan dari suatu lsolat (rRivai, 1970). Kemambuan
suatu bakteri bintil akar untuk menodulasi suatu 1inang
tertentu (infektivitas) lebih stabil dibandingkan kemampuan
untuk menambat nltrogen (efektivitas) (Jordan, 1984).
Tidak semua bakteri bintil akar mampu menginfeksi tanaman
pepolongan (Alexander, 1977). Adanya bintil tidak menjamin
bahwa sﬁatu tanaman pepolongan dapat memanfaatkan nitrogen
molekular. Dengan demiklan tidak senua bintil akar Yyang
terbentuk efektif (Bergersen, 1980}.

Galur—-galur efektif menghasilikan bintil-bintil efektif
pada semua inangnya Yyang cocok, tetapi pada beberapa kasus
galur-galur efektif pada satu tanaman tidak efektif pada
tanaman lain (Buckwan dan Brady, 1964). Galur-galur efek-
tif dalam menambat nitrogen dapat kehilangan keefektifannya
apabila ditumbuhkan secara serial pada medium yang mengan-
dung asam amino (bentuk D) dan terlalu lama disimpan pada
suatu kondisi tertentu atau ditumbuhkan terus menerus pada
medium laboratorium (Jordan, 1984). Bakteri bintil akar
vang efektif biasanya menghasilkan bintlil dalam jumlah yang
lebih banyak daripada yang tidak efektif pada kondisi ling-
kungan Yyang memiliki bakteri efektif dan tidak efektif,
ukurannya 1lebih besar dan cenderung terpusat pada akar

utama (Bergersen, 1980).
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Cirt-ciri bintil akar yang aktif dalam menambat nitro-
gen dapat dikenali dari wvarna kemerahan di bagian dalamnya
ketika bintil dibelah. Warna merah di bagian dalam bintil
akar disebabkan oleh adanya pignmen leghemoglobin (Alexan-
der, 1977). Bintil akar yang memetabolisme nitrogen mole-
kular secara aktif berwarna merah karena adanya kandungan
leghemoglobin tersebut. Pigmen merah tidak dikandung oleh
bintil yang tidak efektif. Hasil-hasil percobaan menunjuk-
kan adanya korelasi antara derajat efektivitas bintlil deng-
an Jjumlah leghemoglobin yang terdapat d1 dalam 3Jaringan
bintil (Bergersen, 1982).

Efektivitas penambatan nitrogen dapat diukur melalui
beberapa cara antara lain yaitu dengan penetapan bobot
kering tanaman, kandungan nitrogen total, aktivitas nitro-
genase, dan kandungan leghemoglobin (Bergersen, 1980).

_ Menurut Vincent (1970), bobot kering tanaman relevan untuk
digunakan dalam mengevaluasi efektivitas penambatan nitro-
gen, karena bobot kering tanaman berkorelasi positif dengan
xandungan nitrogen total. Selanjutnya Saraswatl (1986)
melaporkan adanya korelasli yang nyata antara bobot kering
tanaman bagian atas dan bobot kering bintil akar. Data
bobot kering tanaman bagian atas lebih dipentingkan karena
lebih dart 70% nitrogen hasil penambatan Yyang digunakan
tanaman ditranslokasikan ke tanaman bagian atas (Russel,

1961).
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Untuk mendapatkan bakteri bintil akar yang efektif
pada tanaman pepolongan, sebaiknya bakteri tersebut diiso-
lasi dari daerah yang sering ditanami pepolongan dari tahun
ke tahun (Vincent, 1982). Penggalian sumberdaya hayati
bakteri bintil akar yang berasal dari tanah yang ditanami
kedelai sering dilakukan karena bakterl tersebut telah
teradaptasi dengan baik pada tanaman dan lingkungannya.
Galur asli ini diharapkan mempuﬁyai efektivitas yang sangat
unggul dalam menambat nitrogen. Galur yang patut dikem-
bangkan adalah galur dengan penambahan bohot kering tanaman
lebih dari 70% dibandingkan KNO, (Date, 1982). Galur-galur
bakteri bintil akar kedelal yang diuji sebatknya galur
bakteri yang mempunyai efektivitas simbiotik 1lebih dari
T0%, penentuan efektivitas simblotik dilakukan dengan
membandingkan bobot kering tanaman bagian atas yang diino-
kulasi galur uii terhadap bobot kering tanaman baglan atas
yang diinokulasi galur standar, atau bobot kering tanaman
bagtan atas kontrol KNOj, kemudian dikalikan seratus persen

(Bergersen, 1982}).

Serologis Bakteri Bintil Akar
Teknik serologls merupakan salah satu cara yang dapat
digunakan dalam pencirlian bakteri bintil akar. Pencirian
serologis umumnya digunakan untuk mengenali identitas wmi-
kroorganisme secara lebih spesifik berdasarkan sifat-sifat

antigeniknya. Pemanfaatan metode serologis dalam pencirian
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bakteri blntll akar blasanya digunakan untuk menunjukkan
xekhususan sifat galur sehingga identifikasi galur baik
pada penelitlan d4i laboratorium maupun di lapangan dapat
dilakukan (Vincent, 1982).

Tujuan utama pemakalan metode serologis di antaranya
adalah untuk (!) mengetahui sifat dan lokasi komponen anti-
genik yang telah terdeteksl secara serologis, (11) menegas-
kan ciri-ciri pembeda yang telah dlurailkan dalam hubungan
taksonoﬁinya, (iii) menentukan galur-galur bakteri berda-
sarkan komposisi antigeniknya dan mengenalinya kembali bila
galur tersebut digunakan di lapangan atau di dalam percoba-
an-percobaan rutin, (iv) menyediakan penanda galur sebagal
ciri khas dalam penelaahan genetls dan pengujlan keaslian
mutan, serta (v) meneliti kemungkinan korelasi antara kom-
ponen antigenik bakteri dan kemampuan beréimbiosis dengan

tanaman inang (Vincent, 1982}.

Metode Serologls

Beberapa metode serologis yang dapat digunakan dalam
pencirian bakteri bintil akar di antaranya, adalah agluti-
nasi, presipitasi, fiksasi komplemen, absorpsi antibodi,
dan antibodi berpenanda fluoresens atau enzim (Vincent,
1977; dan 1982). Tiga bentuk reaksl serologis yang sering
digunakan diantaranya, adalah reaksi aglutinasi, reaksi
presipitasi yang merupakan kompleks antigen-antibodi yang
ditunjukkan oleh sistem difusi gel dan reaksi dengan anti-

bodi berpenanda fluoresens yang melibatkan reaksi antigen
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permukaan (Vincent, Nutman, dan Skinner, 1979). Tiap meto-
de mempunyal keunggulan masing-masing, dan biasanya mempu-
nyali kekhususan tertentu, terutama untuk mendeteksl posisi

atau letak komponen antigenik bakteri.

Reaksi Serologils

Reaksi serologis bakteri bintil akar melibatkan dua
reaktan utama, yaittu antigen dan antibodi. Antlgen suatu
substansi berbobot molekul tinggi, seperti protein atau
polisakarida yang bila memasuki tubuh hewan vertebrata
mampu menimbulkan respons kekebalan di dalam tubuhnya,
sedangkan antibodi suatu substansi khusus yang dibentuk
oleh tubuh vertebrata akibat adanya benda asing atau anti-
gen tersebut di atas. Reaksi yang terjadi d4i antara ke dua
reaktan tersebut bersifat spesifik sehingga dapat dipakal
sebagal penanda galur dalam pengenalan identitas atau keke-
rabatan antigenik bakteri bintil akar (Vincent, 1982).
Panggunaan adjuvan yang diinjeksikan bersama-sama dengan
antigen akan meningkatkan produksi antibodi. Berbagal
macam substansi dengan komposisi kimlawl berbeda telah
memiliki efek adjuvan, sepertil garam-garam alununium, na-
trium alginat, endotoksin bakteri, dan suspensi air-dalam
minyak, dengan atau tanpa mikobakteri yang telah dimatikan.
Adjuvan Freund ditemukan oleh Freund dan umumnya sering
digunakan di dalam percobaan, terdiri dari minyak mineral,

lanolin (organik), zat pengemulsl, dan basilus tuberkulosis
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yang telah dimatikan. Adjuvan Freund lengkap (Complete
Freund's Adjuvant/CFA)} biasanya mengandung minyak mineral
dan Mygobacterium tuberculosis (basilus tuberkulosis) seba-
gai patogen intraselular yang telah dimatikan, sedangkan
adjuvan Freund tak lengkap (Incomplete Freund's Adjuvant/
IFA) hanya mengandung minyak mineral (Pelczar, dan Chan,
1981}).

Berdasarkan letak komponen antigeniknya, antigen bak-
teri bintil akar dikelompokkan menjadi tiga bentuk, vyaitu
antigen somatik atau permukaan (antigen 0); antigen
flagelar ' (antigen H); dan antigen internal (antigen
kapsular) (Vincent, 1982), sepertl terllihat pada Gambar 1.

Antigen Somatik. Antigen somatik inl biasanya merupa-
kan kompleks antigen O, yaitu kompleks polisakarida-fosfo-
lipid-protein yang terletak pada kompleks dinding sel bak-
teri, atau suatu endotoksin basilus enterik gram negatif.
Kekhususan serologisnya terletak pada komponen polisakari-
danya (Pelczar dan Chan, 1981).

Pada umumnya antigen somatik mampu bereaksli secara
aglutinasi dengan adanya antibodi yang spesifik. Reaksi
ini meﬁyebabkan agregasl suspensi sel secara lengkap, dan
membentuk endapan halus yang kompak. Endapan ini biasanya
stabil walaupun terhadap suspensi diberikan perlakuan pema-
nasan sampal 100°C selama 30 menit (Vincent, 1977). Dalam
pengujian reaksi difusi gel, antigen somatik sel bakteri

bintil akar dapat larut jika disuspensikan di dalam larutan
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Antigen Somatilk

Antigen Sematik

TOROHpe

Antigen Flagelar Antigen Flagelar
- O X

Gambar L. Antigen Eksternal Bakteri Gram Negatif (Pelczar
dan Reid, 1972)

garam fisiologis. Antigen terlarut ini mampu memperlihat-
kan pita presipitin yang biasanya berbentuk cekung dan
cenderung lebih dekat ke arah sumur berisi antigen. Pada
kasus—kasus Rhizobium 3Jjaponigum dan Rhizobium wmeliloti
serta kelompok rizobium tumbuh lambat lainnya, pembentukan
pita presipitin akan semakin baik jika suspensi sel yang
akan dipakal sebagai antigen dipanaskan terleblh dahulu
pada 100°C selama 20 menit (Vincent, 1977).

Antigen Flagelar. Penelaahan terhadap komponen antli-
genik flagelar rizobium pada umumnya relatif lebih sedikit
dibandingkan dengan antigen-antigen somatik. Hal ini ter-
utama disebabkan oleh penampilan reaksi aglutinaslinya yang

relatif kurang mantap serta kurang memberikan informasi



17

khas di antara galur—-galur yang pernah dlitellti. Antigen
flagelar dapat dikenali melalui flokulasi agregat-agregat
sel sebagal akibat proses aglutinasi yang berlangsung sang-
at cepat (Vincent, 1977). Pemanasan yang dilakukan terha-
dap suspensi sel akan menghlilangkan kemawmpuan reaksi anti-
gen flagelar secara aglutinasi, tetapi akan menlingkatkan
reaksi{ pembentukan pita presipitinnya (Vincent, 1982). Hal
ini berlaku terutama terhadap Xkomponen protein flagela
(flagelin) yang relatif tidak tahan panas, yaitu setelah
flagela bakteri tersebut terfragmentasi menjadi komponen-
komponen yang lebih kecil atau lebih larut.

Antigen Internal. Antigen-antigen Iinternal dapat
dikenali melalul reaksl presipitasi (difusl gel) yang meng-
gunakan komponen-komponen antigen terlarut. Komponen ter-
sebut diperoleh dari hasil hancuran atau perusakan sel yang
biasanya tidak terdeteksi Jjika sel digunakan secara utuh.
Mekanisme penghancﬁran atau perusakan sel bakteri tersebut
dapat dilakukan secara mekanis, misalnya dengan gelombang
ultrésonik, pemanasan di dalam air wendidih, atau dengan
melakukan pembekuan dan pelelehan suspensi sel secara ber-
ulang-ulang. Di dalam pencirian serologis, antigen lInter-
nal dianggap menarik karena cenderung memperlihatkan kesa-
maan di antara galur, namun berbeda di antara kelompok
rizobium yang tumbuh cepat dan yang tumbuh lambat (Vincent,

1977) .
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Telah dikemukakan sebelumnya, bahwa antigen merupakan
suatu substansi yang bila memasuki inang vertebrata, menim-
bulkan respon kekebalan. Respon kekebalan inl mengakibat-
kan pembentukan antibodi spesifik yang beredar di dalam
aliran darah (imunitas humoral) atau merangsang peningkatan
jumlah sel-sel reaktif khusus yang disebut limfosit (imuni-
tas yang diperantarai sel), atau keduanya. Pada umumnya,
makin asing komposisi kimiawl dan struktur antigen terhadap

individu yang diimunisasi maka makin efektif antigen ter-
sebut dalam merangsang suatu respon kekebalan (Pelczar dan
Chan, 198%). Suatu zat atau bahan yang bersifat antigenik
adalah zat yang asing bagi tubuh; berbobot molekul tinggi;
berstruktur kompleks, dan tidak cepat dikatabolisasi.
Bahan antigenik bisa berupa protein; karbohidrat; lipid
atau komponen mikroorganisme. Protein banyak terdapat da-
lam serum, yang merupakan plasma darah atau calran darah.
Bila serum darah dielektroforesis akan didapatkan albumin
dan globulin. Semua molekul antibodi termasuk ke dalam
protein serum yang dinamakan globulin, tetapl tidak semua
globulin serum merupakan antibodi. Albumin dapat larut di-
dalam garam amonium sulfat jenuﬁ, natrium atau zink sulfat,
sedangkan globulin atau antibodi dapat mengendap di dalam
larutan garam. Pada elektroforesis, albumin yang bermuatan
negatif tinggi akan bergerak ke anoda, sedangkan globulin
yvang mempunyai muatan negatif berbeda dapat terpecah menja-

di globulin o, yaltu &y, «5; globulin § yang beraktivitas



i9

antibodi dan komplemen; dan globulin ¥ yang paling sediklit
muatan negatifnya (Pelczar dan Chan, 1381).

Antibodi adalah globulin % ; beberapa di antaranya me-
ngandung karbohidrat tinggi. Imunoglobulin terbagi atas
lmunoglobulin G (I1gG), M (IgM), A (IgA), D (Igbh), dan E
(IgE). Semua imunoglobulin ini mengandung unit struktural
vang sama (unit monomerik}, terdiri dari dua rantai poll-
peptida ringan dan dua_rantai polipeptida berat. Setiap
rantai berat mempunyai berat molekul 5% 000, sedangkan
setiap rantai ringan 1lebih kurang 25 000. Rantai-rantal
inl dihubungkan dengan ikatan disulfida (Gambar 2).

Lebih dari 70% imunoglobulin di dalam serum adalah
IgG, suatu monomer berbobot 150 000, reaktif pada ujlil-uji
serologis. IgM merupakan suatu makroglobulin, paling sedi-
kit lima kali lebih besar dari IgG (pentamer). IgM biasa-
nya merupakan antibodi pertama yang muncul setelah terjadi-
nya induksi oleh antigen. IgM hanya sekitar 6% darl ilmuno-
globulin total, reaktif pada uji netralisasi, fiksasi Kkom-
plemen, dan aglutinasi, dengan bobot molekul 900 000, se-
dangkan IgA, IgE dan IgD hanya sekitar 10%, 1%, dan 0.002%
dari imunoglobulin total dalam serum (Pelczar dan Chan,
1981} .

Bila disuntikkan suatu zat atau benda asing (antigen)
pada seekor kelinci (hewan percobaan), beberapa harli kemnu-
dian antibodi ditemukan dalam darah. BAntibodi akan menca-

pai jumlah maksiwmum dan kemudian akan menurun lagi di dalam
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Gambar 2. Monomer Molekul Imonoglobulin G (Pelczar dan
Chan, 1981}.
darah. Bila setelah istirahat secukupnya, kelinci tersebut
diberikan suntikan ke-2, maka pembentukan antibodi akan
wengalawmi perubahan secara drastis, dua atau tiga harti
kemudian antibodi di dalam darah akan meningkat dengan
cepat dan mencapal puncaknya, 1auh lebih tinggi dari hasil
suntikan pertama (respon primer). Hasil suntikan ke-2
(respon sekunder) ditandai oleh pembentukan antibodi yang
lebih cépat dan lebih banyak, sebab sistem pertahanan tubuh
telah mengalami pengenalan terhadap benda asing tersebut,
setelah suntikan pertama dan telah menyediakan sekelonpok
sel-sel memori (Roitt, 1985). Untuk leblh jelasnya, respon

primer dan sekunder inl terlihat seperti Gambar 3.
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Gambar 3. Respon Primer dan Sekunder terhadap Kadar
Antibodi dalam Serum {(Brock dan Brock, 1973).

Uil Aglutinasi

Uji aglutinasi ter3jadi bila muatan negatif bersih atau
zeta potensial dari permukaan antigen partikulat, bakteri,
eritrosit dinetralisasi muatan positif antibodi. Imunoglo-
bulin yvang paling kuat dan efislen daya aglutinasinya ada-
lah Ig¥ dibandingkan IgG atau IgA. Aglutinasi tidak terja-
di bila antibodi berlebihan (prozon) yang disebabkan oleh
antigen yang terlapisi antibodi atau letak antigen terlam-
pau dalam dan adanya keterbatasan gerak pada engsel antibo-
di. Antigen yang terdeteksi dengan aglutinasi adalah yang
tertkat pada sel atau yang cukup dekat pada permukaan se-
hingga dapat dicapal antibodi. Permukaan antigen somatik
bakteri bintil akar umumnya dapat menuniukkan kekhususan

galur dan dari suatu spesies akan diperoleh berbagai pola
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aglutinasi. Antigen flagelar terdapat di antara galur di
dalam spesies atau spesles sekerabat. Kombinasi antigen
somatik dan flagelar teraglutinasi dapat mengacu suatu
serotipe (Bergersen, 1980; Vincent, 1982}. Antigen di
dalam ujl aglutinasi dapat berupa sel atau partikel. Di-
tambahkannya antibodi yang homolog akan menyebabkan terja-
dinya aglutinasi atau penggumpalan, sehingga mengakibatkan
terbentuknya agregat dari sel-sel atau partikel-partikel
itu, Aglutinasi terjadi karena antibodi berlaku sebagatl
jembatan untuk membentuk Jarlingan kisi-kisi dari antibodi
dan antigen partikulat sehingga terbentuk gumpalan (Pelczar
dan Chan, 1981), seperti terlihat dalam Gambar 4.
Aglutinasi cepat dapat dilakukan dengan meneteskan
antigen-antibodl di atas kaca objek. Selaiﬁ itu aglutinasi
juga dapat dilakukan di dalam tabung-tabung reaksi Kkecll.
Biasanya ujl aglutinasi dilakukan dengan pengenceran anti-
serum secara serial di dalam tabung yang ke dalamnya ditam-
bahkan antigen dalam jumlah yang konstan (Pelczar dan Chan,
1981) . getelah diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 Jam,
penggumpalan dapat diamati secara visual setelah dimasukkan
ke dalam refrigerator (lemari es bersuhu 4°C) selama 24 jam
(Somasegaran dan Hoben, 1985), atau setelah dimasukkan ke
dalam penangas air bersuhu 529C selama 2 jam, 4 Jam, dan
diinkubasikan di dalam refrigerator selama 24 jam {(Vincent,
1970; Somasegaran dan Hoben, 1985). gelanjutnya titer

antiserum dapat ditentukan berdasarkan pengamatan tersebut.
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Chan, 1981).

Gambar 4.
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Titer antiserum adalah suatu nllal nisbi dan berbanding
terbalik dengan pengenceran tertinggi yang memlillikl gumpal-

an sel dan antibodi (Pelczar dan Chan, 1981).

aglutinasi Flagelar

Tfelah dikemukakan bahwa bakteri bintil akar memiliki
tiga Jenls antigen, yaitu antigen flagelar, somatik, dan
internal. Tetapl pada umumnya hanya dua Jenis antigen
pertama Yyang blsa dibedakan. Sel rizobium memilliki dua
tipe antigen permukaan yaitu antigen flagelar (H) dan anti-
gen somatik (0) yang bereaksi secara terpisah di dalam uji
aglutinasi. Pemanasan sel pada suhu 100°C selama 30 menit
dapat menghancurkan protein flagelar, sehingga hanya anti-
gen © yang akan bereaksi dengan antiserunm. Aglutinasi
flagelar ditunjukkan oleh adanya pembentukan agregat beru-
kuran besar, flokulen, dan lambat mengendap. Aglutinasi
ini terjadi setelah antigen-antibedi direaksikan di dalam
penangas ailr bersuhu 52°C selama 1-2 jam, karena reaksi

antigen flagelar terlihat setelah 1-2 jam (Vincent, 1370).

Aglutipasi Somatik

Aglutinasl somatik terbentuk karena terjadinya reaksi
antara antlgen somatik dengan antiserum {antibedl) yang
dikenali oleh adanya pembentukan agregat Dberupa granula
(butiran~butiran halus). Blasanya, hal ini terjadl setelah

dimasukkan ke dalam penangas air bexsuhu 529C selama 4 jam,
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karena reaksi antlgen somatik terllhat setelah 4 Jjam
(Vincent, 1970).

Pengujian terhadap antibodi yang tidak mengaglutinasi
{menggumpal) dapat diujl secara langsung maubun tak lang-
sung dengan menambahkan antiglobulin. Pada uji antiglobu-
1in langsung, pada antigen yang diikat antibodi ditambahkan
antiélobulin, sedangkan pada uji antiglobulin tak langsung,
serum direaksikan dengan antigen sehingga‘ terbentuk kom-
pleks antibodi (Ab)-antigen (Ag) yang tidak menggumpal,
kemudian ditambahkan antiglobulin (Pasaribu dan Joeniman,

1988} .



BAHAN DAN METODE

Tempat dan Waktu Pepelitian
Penelitian dilaksanakan pada pertengahan bulan Nopem-
ber 1989 sampal akhir bulan Mei 1994, di Laboratorium Mi-
krobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam, dan dl Laboratorium Bakteriologi, Balatl

Penelitian Veteriner (BALITVET) Bogor.

Galur-Galur Bakterl vang Piuil

Galur-galur uji seluruhnya berjumlah 14 galur, terdiri
dart 12 galur asli tanah, dan 2 galur standar. Kedua belas
galur tersebut telah diuji efektivitas simbtotiknya terha-
dap tanaman kedelal varietas Wilis, hasil penelitian terda-
hulu (Tedja Imas, 1991). Galur tersebut masing-masing
adalah galur 5@, 47, 43, 42, 3@, 28, 26, 25, 23, 28, 18 dan
@7 sedangkan dua galur standar tersebut adalah Bradvrhizo-
biuw Japonicum USDA 118 dan USDA 122, yang berasal dari
Departemen Agronomi dan Ilmu Tanah, Universitas Hawalil
(NLETAL Proiject), dan Laboratorium Penelitian Fiksasi Ni-
trogen, Universitas Oregon, yang selanjutnya dlberi kode
galur 52 dan 53. Galur-galur inl dipilih berdasarkan efek-
tivitasnya dalam menambat nitrogen, dimana efektivitas
simbiotiknya ditentukan berdasarkan bobot kering tanaman-
nya. Galur tersebut juga'berasal dari 14 lokasl yang ter-

pancing oleh 5 varietas kedelai, dari Desa Brujulkulon,
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Kecamatan Jatiwangi, di Kabupaten Majalengka (Tedja Imas,
1991), sedangkan kedua galur standar dipilih karena keung-
gulannya di lapangan (USDA 118) dan d4i rumah kaca {USDA

122}.

Morfologl Koloni Galur-Galur Uil

Pengamatan morfologi kolonl dilakukan dengan menumbuh-
kan sejumlah koloni galur-galur bakteri yang diuji ke dglam
medium agar cawan MEK yang dlbubuhi zat warna merah kongo
@.0825% b/v {Vincent, 1978@). Inokulasi dilakukan dengan
metode penggoresan kuadran (Hadioetomo, 1998), dan setiap
galur yang diu3l dilakukan dua ulangan percobaan. Cawan-
cavan tersebut diinkubasikan pada suhu 28°C selama 7 harl.
ciri-ciri koloni yang diamati meliputi ukuran, bentuk,
elevasi, konsistensi dan tipe koloni, sesual ciri-cirl yang

dikemukakan oleh Fuhrmann {19949).

Waktu Generasi Galur-Galur Uil

Pengamatan pola pertumbuhan dilakukan dengan menumbuh-
kan galur-galur uji ke dalam labu Erlenmeyer 258 ml yang
berist 75 ml medium kaldu MEK dengan pH awal 6.8 + 8.2
satuvan pH {(yang dimonitor dengan menggunakan pH Meter HORI-
BA}). Sebagai inokulum digunakan biakan kaldu pada fase
pertumbuhan logaritmik sebanyak 3% (2.25% ml), dengan kon-
sentrasi 159 sel/ml berdasarkan kurva standarnya, agar
kerapatan sel dalam blakan kurang lebih seragam untuk semua

galur. Pola pertumbuhan tidak dilakukan serentak untuk
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semua galur, mengingat terbatasnya kapasitas mesin pengo-
cok. Labu-labu tersebut diinkubasikan pada suhu kamar
({28°Cc) di atas mesin pengocok horizontal (Riko RS-12 TE}
pada kecepatan 188 rpm. Contoh suspensl sel bakteri diukur
secara berkala dengan menggunakan spektrofotometer Spectro-
nic 28 (Bausch and Lomb, NY,'USA) dengan rapat optis (RO
620 am) 7 setiap 3 jam sekali selama 3-4 hari. Selanjutnya
dibuat kurva pertumbuhan yang menyatakan hubungan kekeruhan
sel bakteri (yang ditunjukkan oleh nilali rapat optisnya)
dengan selang waktu pertumbuhan, menurut kurva pertumbuhan

model logistik (Hasibuan, 1988}, seperti Gambar 5 di bawah

ini:
K = r/a
— N,
¢
&
>
S w
b :
;.ﬁ 1
=z
%o

Woktu (Jomn)

Gambar 5. Kurva Umum Pertumbuhan Galur Bakteri Bintil Akar
Kedelai berdasarkan Model Persamaan Logistlk
(Hasibuan, 1988)
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dengan model persamaan loglstik:

1 + (K-No)/No e

Keterangan:

N{(t) : jumlah sel/ml setelah waktu t

No + jumlah sel/ml pada saat to
K : faktor daya dukung lingkungan
4 : konstanta

Waktu generasi rata-rata dihitung berdasarkan data
masing-masing kurva pertumbuhan pada bagian yang menunjuk-
kan fase eksponensial {hasil rata-rata lima data fase eks-
ponenslal). Dengan menggunakan rumus persamaan waktu gene-

rasi (Fardiaz, 1988) sebagai berikut:

Keterangan:
u : konstan kecepatan pertumbuhan
No : jumlah sel/ml pada saat to
N : jumlah sel/ml setelah waktu t
to : waktu awal
t : waktu akhix

tg : waktu generasi
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Pengamatan morfologi koloni dan penentuan wvaktu gene-
rasi dilakukan untuk melengkapi data mengenal pencirian

békteri bintil akar kedelai tumbuh lambat.

Benylapan Antigen

Kedua belas galur bakteri yang diuji, disiapkan seba-
gal antigen. Galur ini sebelumnya ditumbuhkan dalam tabung
reaksi berukuran 15x168 mm berisi medium agar miring MEK
dan diinkubasikan pada suhu 28°C selama 7 hari. Biakan
yang tumbuh disuspensikan ke dalam tabung reaksi lain yang
berisi 4 ml NaCl @.85% dengan menggunakan jarum inokulasi
dan dilihat kemurnian selnya dengan menggunakan pewaxnaan
gram. Kenudian dipipet sebanyak 1 ml, dan diinokulasikan ke
dalam botol gepeng yang berisi 5@ ml medium agar sintetik.
Selanjutnya diinkubasikan pada suhu 28°C selawa 5 dan 7 ha-
ri. BAgar antigen yang disiapkan mencukupi, tiap galur di-
buat dua ulangan {(duplo).

Ke dalam masing-masing biakan yang berumur 5 dan 7 ha-
ri disuspensikan 18 ml NaCl ¢.85% yang telah disaring deng-
an millipore @.22 um. Suspensi sel bakteri ini dikocok
dengan 5 buah manik-manik steril untuk melepaskan sel bak-
teri dari permukaan agar. Jika masih menempel dibantu
dengan menggunakan batang kaca steril yang ujungnya bersu-
dut 128°. Kemudian suspensi sel yang diperoleh dituangkan
ke dalam tabung sentrifugasi (15 x 96 wmm) yang terbuat dari

polistirena dan dipusing dengan kecepatan 6 598 rpm selama
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15 menit pada suhu dingin {4°C). Sebelumnya tabung sentri-
fugasi didesinfeksi berturut-turut dengan alkohol 78% dan
96% . pemutaran dilakukan dengan sentrifugasi dingin 4°c
dengan rotor RPS 48T (Ultracentrifuge, Hitachi). Setelah
disentrifugasi, supernatannya dibuang dan presipitat (gen-
tel sel) yang ada di dasar tabung disuspensikan kemball
dengan penambahan larutan garam fislologis (NaCl #8.85%)
steril secara bertahap sambil dikocok, hingga mencapai
konsentrasi 1-18x18% sel/ml. Jumlah sel bakteri ini dihi-
tung dengan menggunakan hemas !tometer (Hadloetomo, 1999).
Kepekatan suspensi tersebut setara dengan tabung ke-8 laru-
tan BaSO, standar McFarland, seperti terlihat pada Tabel
Lampiran 3.

Suspensi sel bakteri yang berumur 5 hari dicampur
dengan suspensi sel yang berumur 7 hari, kemudian ditempat-
kan ke dalam tabung-tabung reaksi kecil (12x75 mnm, bertutup
kapas dan dllapisi kain) sebanyak 2-3 ml/tabung dan disimpan
dalam lemari es bersuhu -189C (Freezer). Bagan lengkap

proses penylapan antigen dapat dilihat pada Gambar 6.

Produksi Antiserum
Penyuntikan Antigen untuk Imunisasi
Proses imunisasi diawali dengan menyuntikkan antigen
ke dalam tubuh kelinci. Kelinci yang dipakail sebanyak 18
ekor berasal dari Balai Pembibitan Ternak dan Hijauan Ma-
kanan Ternak, VUPT Cisarua, Bogor, dengan bobot 2.5-3.8

kg/ekor. Masing-masing dua ekor kellinci disiapkan untuk
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Suspensi btakan (7 hari)
berisi 4 ml NaCl 8. 85%
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1 ml Inokulum disebar da-
lam 58 ml Medium Sintetik
{MS), kemudian diinkubasi-
kan selama 5 dan 7 haril pa-
da suhu 28°C

Suspensi sel dlbuat dengan
cara mengaduk larutan fisio-
logis bersama manik-wmanik
kaca steril

dituangkan ke dalam tabung

sentrifus plastik (polistirena

yang didesinfeksi dengan alkohol

78% dan 96%, kemudian dipusing
dengan kecepatan 6 500 rpm se-

lama 15 menit pada suhu dingin (4°C)

Supernatan dibuang, ke dalam
presipitat ditambahkan larutan
garam fisiologis steril sampai
konsentrasi 1-18x16° sel/ml

///1\\

disimpan ke dalam tabung reaksi kectl
(12x75 mm) sebanyak 2-3 ml/tabung pada suhu -18°

Gambar 6. Bagan Proses Penylapan Antigen
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galur 56, 42, 28, dan 29, dua ekor untuk galur standar (53
dan 52), dan delapan ekor untuk galur uji lainnya (47, 43,
38, 26, 25, 23, 18 dan 87).

Sebanyak 1 ml suspensi sel bakteri dicampur dengan
1 ml adjuvan Freund lengkap sebelum disuntikkan ke tubuh
kelinci percobaan (New Zealand White Rabbit). Pencampuran
dilakukan secara ultrasonik dengan bantuan alat MSE Ultra-
sonic Soniprep 158, selama 3¢ detik pada suhu 4°C. Selan-
jutnya dengan alat suntik (Terumo Syringe) berukuran 2.5 ml
(23CGx1% atau @.65x32 mm), suspensi sel yang sudah dicampur
adjuvan tersebut dihisap dan disuntikkan secara subkutan di
atas skapula kanan kelincl. Penyuntikan dilakukan perla-
han-lahan untuk menghindari terjadinya shock pada tubuh
hewan. Seminggu kemudian dilakukan penyuntikan kedua seba-
nyak 1 ml dengan alat suntik berukuran 1 ml (26Gx's atau
g.45x13 mm), d1 atas skapula kiri kelincl.

pua minggu setelah penyuntikan kedua; pengamrbilan
darah dilakukan pada vena marginal telinga kelinci wuntuk
menentukan titer antiserum yang dihasilkan. Caranya dengan
membuat pengenceran antiserum sampal 6 48¢, kemudian mere-
aksikannya dengan antligen homolog (Vincent, 1978; Somasega-
ran dan Hoben, 1985). Proses pengenceran antliserum dapat
dilihat pada Gambar 7.

Bila titer antiserum yang dicapai kurang dari 1 606 ma-
ka pada kelinci diberikan suntikan ulangan sebanyak 1 ml

antigen tanpa adjuvan, secara subkutan pada bagian dalam
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paha belakang. Dua minggqu setelah penyuntikan ini, dila-
kukan pengambilan darah untuk memperoleh titer antiserum.
Titer yang dikehendakl berkisar antara 3 289-6 460.

Mengingat titer antiserum yang dihasilkan masih rendah
maka penyuntikan dilanjutkan lagi secara intravena (1IV)
berturut-turut sejumlah 6.5 ml, 1.8 ml, selang tiga hari
pada vena marginal telinga kelinci. Kelincl diistirahatkan
selama seminggu, untuk menentukan titer antiserum, kemudian
selang tiga hari, penyuntikan dilakukan kemball sejumlah
1.5 ml dan 2.8 ml. Seminggu kemudian dilakukan pengambilan
darah untuk menentukan titer antiserum. Dua harl berikut-
nya pengambilan darah sejumlah volume besar (bleeding) di-
lakukan pada pusat-pusat pengumpulan darah sepertl pada
telinga, jantung, dan leher. Untuk lebtih jelasnya prosedur
penyuntikan antigen ke dalam tubuh kelinci 1ini dapat
dilihat pada Tabel 1.

Pada saat kelinci disuntikkan sejumlah 1.6 ml antlgen,
ada tiga galur (galur 43, 25 dan 23) yang menyebabkan ke-
1inci mati, oleh karena itu dilakukan penyuntikan ulang ke
dalam kelinci baru. Prosedur penyuntikan yang dilakukan
hasil modifikasi dari Schmidt, Bankole dan Bohlool (1968).
Untuk lebih jelasnya, prosedur penyuntikan antigen (galur

43, 25 dan 23) dapat dilihat dalam Tabel 2.

Pengambilan Parah dan Penyimpanan Serum.

Setelah titer cukup tinggi (T>3 200), pengambilan darah

dilakukan dalam jumlah besar untuk persediaan antiserum.
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prosedur Penyuntikan Antigen ke dalam Tubuh
Kelinci (Modifikasi dari Ariyanto, 1988}.

Penyuntikan 1 ml Suspensi Antigen (Ag) dan 1 ml -
Complete Freund's Adjuvant (CFA) pada skapula
kanan, secara subkutan {8c)

Penyuntikan 1 ml Suspensi Ag pada skapula kiri
{sc)

Tes darah untuk  menentukan titer, apabila
T < 160¢ diberi suntikan ulangan 1 nl Ag (8¢)
pada bagian dalam paha belakang

Tes darah dan titer, apablla T ¢ 1688 diberi
suntikan sepuluh hari berikutnya secara intravena
(Ivy)

Penyuntikan 8.5 ml Suspensi Ag pada vena marginal
telinga secara intravena (IV)

penyuntikan 1.8 =l suspensi Ag (IV) pada vena
marginal telinga

Tes darah untuk menentukan titer antiserum

Penyuntikan 1.5 ml Suspensi Ag (IV) pada vena
marginal telinga

penyuntikan 2.¢ ml Suspensi Ag (IV) pada vena
marginal telinga

Tes darah dan titer

Bleeding dari pusat-pusat pengumpulan darah,
seperti pada telinga, jantung dan leher
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Tabel 2. Prosedur Penyuntikan Antigen ke dalam Tubuh
Kelinci (Modifikasi dari Schmidt, Bankole, dan
Bohlool, 1968).

Hari ke- Prosedur
N benyantikan 8.5 m1 Suspensl Ag pada vena marginal
telinga secara intravena
2 Penyuntikan 1.8 ml Suspensi Ag (1IV)
3 penyuntikan 1.5 ml Suspensi Ag (IV)
4 - 6 Istirahat
7 Penyuntikan 1.5 ml Suspensi Ag (IV)}
8 Penyuntikan 2.8 ml Suspensi Ag (IV)
9 Penyuntikan 2.¢ ml Suspensi Ag (Iv) dan 2.8 ml
Suspensi Ag (Sc)
16 Tes darah untuk menentukan titer
18 Bleeding dari pusat-pusat pengumpulan darah,

seperti telinga, jantung dan leher
Sebelumnya, bulu-bulu pada baglian luar vena marginal teli-
nga kelincl (pembuluh darah vena bagian luar kelincl) dicu-
kur terlebih dahulu dengan bantuan pisau silet. Darah
diambil dengan bantuan alat suntik (Terumo Syringe) 18 ml
dan 20 ml, dengan ukuran Jjarum 28Gxl%4 (8.98x38 mm) serta
dihisap secara perlahan-lahan. Setelah ltu darah ditampung
dalam labu Erlenmeyer 588 ml steril yang ditutup dengan
aluminium foil. Sebelum darah diambil vena marginal teli-
nga kelinci diseka dengan kapas yang dibubuhi silol atau
alkohol 7@0%, begitu pula setelah darah diambil. Bekas luka

diseka dengan kapas yang dibubuhi alkohol 78%, dan ditutup
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sampal darah membeku. Apabila aliran darah yang diamblil
dengan alat suntik bergerak lambat atau tidak keluar lagi,
maka pengambilan darah dihentikan dan dibuat pengambilan
darah baru pada vena marginal telinga kelinci di bagian
atasnya. Pengambilan darah juga dilakukan melalul jantung
dengan bantuan alat suntik (Terumo Syringe) 38 mnl dengan
ukuran Jjarum 18Gx1% (1.28x38 mm). Jika darah sudah tidak
keluar lagi, maka pengambilan darah te;akhir dilakukan
melalui leher, yang sekaligus dapat mematikan kelinci.
Darah yang tertampung dalam labu Erlenmeyer diinkubasi
pada suhu 37°C selama 1 jam. Jika darah sudah membeku,
gumpalan darah yang menempel pada dinding tabung dilepaskan
dengan bantuan batang aplikator kayu steril atau jarum
inokulasi. Caliran bening yang diperoleh (serum) dipusing
dengan kecepatan 5 €98 rpm selama 15 menit, pada suhu 4°c
(Beckmann), untuk mengendapkan sisa-sisa butiran darah
merah. Calran bening (serum) dapat diambil kembali dengan
menginkubasikan labu Erlenmeyer pada suhu kamar dingin
(4°C) selama 24 jam, agar gumpalan menyusut, atau cairan
serum bertambah. Setelah inkubasi calran serum dituang
dalam tabung sentrifugasi dan dipusing seperti diatas.
Supernatan atau serum yang diperoleh dapat dipusing kemball
untuk lebih menjernihkan serum yang diperoleh. Antiserum
yang telah Jernih tersebut, kemudian ditempatkan dalam
tabung-tabung reaksi kecil (13x45 mm) bertutup ulir

sebanyak 2-3 ml per tabung, dan disimpan pada suhu -18°9C d4i
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dalam lemari es (freezer}. Sebelum ditempatkan dalam
tabung reaksi kecil, ke dalam antiserum ditambahkan bahan
pengawvet Merthiolat dengan konsentrasi akhir g.81% (1lml
larutan Merthiolat 1% dilarutkan ke dalam 1640 .ml antise-
rum). Antiserum dapat disimpan 4i dalam lemari es untuk

waktu lebih lama dan dikeluarkan hanya bila akan digunakan.

Uji Aglutinasi

Uji aglutinasi yang diqunakan lalah metode aglutinasi
tabung, aglutinasi cawvan plastlk bercekung, dan aglutinasi
dengan kaca objek (slaid). UJi aglutinasl di dalam tabung-
tabung reaksi kecll (5x68# mm) dilakukan dengan cara mencam-
purkan 6.3 ml antigen ke dalam #.3 ml antiserum yang Juga
telah diencerkan sampal 6 48€8. Uji aglutinasi di dalam
cawan plastik bercekung dilakukan dengan cara mereaksikan
.86 ml antigen ke dalam #.66 ml antiserum yang telah dien-
cerkan sampai 6 4@8. Pengenceran tertinggi dari antiserum
yang masih menunjukkan reaksl positif digunakan sebagal
titik akhir reaksi aglutinasinya. Kedua metode ini reaksi-
nya diamati setelah diinkubasikan di dalam penangas air
bersuhu 52°C selama 2 jam; 4 jam (Vincent, 1978), dan di-
enapkan dalawm refrigerator (lemari es bersuhu 4°c) selanma
24 Jam (Somasegaran dan Hoben, 1985). U341 aglutinasi
dengan menggunakan kaca objek (slaid) dilakukan dengan
mencampurkan satu tetes antigen dengan satu tetes anti-
serum. Reaksi diamati setelah 1-2 menit pencampuran

(Somasegaran dan Hoben, 1985). Metode-metode ini dilakukan
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untuk menentukan nilal titer antiserum dengan antigen homo-
lognya.

| Uji aglutinasi slilang menggunakan pengenceran antise-
rum 1/188 dan konsentrasi antigen 5-16x1@° sel/ml (Vincent,
1978). Pengenceran antiserum 1/188 diharapkan dapat teri-
kat oleh sejumlah antigen térsebut.

Pengukuran pengenceran antigen dillakukan dengan spek-
trofotometer Spectronic 28 (Bausch and Lomb, N.Y., USA)
dengan rapat optis (0ODg,4) sebesar 8.43 (%T 37) agar kera-
patan sel dalam biakan kurang lebih seragam. Penentuan
kerapatan sel ini tidak jauh berbeda dengan hasil kurva
standar masing-masing galur bakteri yang diuji. Kurva
standar menentukan hubungan kekeruhan sel bakteri dengan
rapat optis (ODg,4) Yang dihasilkan. Dari kurva standar
diperoleh bahwa untuk mendapatkan organisme dengan konsen-
trasli lxlﬂ9 sel/ml, rapat optis yang dlhasilkan #.16-8.43
(Lihat Gambar Lampliran 1 sampai 14). Kecenderungan kurva
standar setiép galur dapat di lihat pada Gambar 8.

Aglutinasinya dilakukan di dalam cawan plastik berce-
kung dengan mereaksikan #.83 ml antigen ke dalam 2.3 ml
antiserum (dengan bantuan mikropipet). Sebelumnya cawvan
plastik yang bercekung didesinfeksi dengan alkohol 76%, dan
alkohol 96%, sedangkan pipet tipnya disterilkan dengan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Sebagali kontrol
dalam ujl aglutinasi, digunakan suspensi antigen dan anti-

serum yang masing-masing ditetesi dengan larutan garan
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Gambar 8. Kurva Sﬁahdar Galur-Galur U3ji yang menyatakan
Hubungan antara Jumlah Organisme (sel/ml) dengan
Nilai Rapat Optis {ODG26 nm)

fisiologis (NaCl @.85%) sejumlah volume yang sama (6.8;

ml). Setelah direaksikan, setiap cekungan diaduk dengan

jarum inokulasi steril hingga rata. Tiap kall pengadukan

jarum inokulasi disterilkan. Selanjutnya permukaan bagian
atas cawvan tersebut ditutup dengan alumunium £oil, lalu
diinkubasi di dalam penangas air bersuhu 52°C selama 2 Jjamr
dan 4 jam. Kemudian dienapkan dalan refrigerator (lemarl
es bersuhu 4°C) selama 24 jam. Aglutinasinya diamati deng-
an melihat reaksi yang terbentuk antara antigen dengan
antiserum setelah dimasukkan ke dalam penangas air selama
1-2 jam dan 4 jam, sarta setelah dimasukkan ke dalam refri-
gerator selama 24 jam, dengan bantuan mikroskop binockuler

dan kaca pewmbesar.
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Aglutinasti flagelar dikenali dengan melihat reaksi
yvang terbentuk antara antigen dengan antiserum (antibodi)
yang merupakan agregat berukuran besar, flokulen dan lambat
mengendap, sedangkan aglutinasi somatik berbentuk granular
{butiran-butiran halus). Selain itu terdapat reaksi kombi-
nasi di antara keduanya, yang menunjukan kombinasi reaksi H
dan O. Hal ini dilihat dengan wembuat latar belakang gelap
dan penyinaran secara tak langsung {vincent, 19%974).

pPada metode aglutinasl tabung, reaksi positif ditandail
dengan terbentuknya granula di dasar tabung dengan superna-
tan Jernih, sedangkan reaksl negatif dengan terbentuknya
larutan yang putih keruh. Pada aglutinasi slaid dan agluti-
nasi dengan cawan plastik yang bercekung, reaksl positit
ditandal dengan terbentuknya granula (butiran-butiran halus
sampai butiran kasar) dengan area jernih disekitarnya,
sedangkan reaksi negatif, ditandai dengan adanya calran
putih keruh yang tampak menyebar.

Penetapan titer yang menyatakan hubungan antara anti-
gen dengan antibodi dilakukan untuk beberapa galur (galur
53, 52, 58, 42, 28, 36, dan 18), mengingat terbatasnya alat.
Galur-galur inil dipilih mewakili kelompok titer antiserum-
nya, Yyaitu kelompok titer > 1 694, 1 68@¢ dan < 1 66¢. Se-
lanjutnya dibuat histogram yang menyatakan hubungan nilai

titer antiserum dengan dosis antigen yang disuntikkan.
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Hasil Pengamatan

Hasil pengamatan morfologl koloni terhadap ke—-12 galur
uji dan 2 galur standar di atas medium MEK Yyang dibubuhi
zat warna merah kongc pada suhu 28°C wmenunjukkan bahwa
semua galur tersebut memiliki ciri-ciri berbentuk bundar,
cembung, berlendir, dan tembus cahaya sesual dengan ciri
khas bakteri bintil akar vyang tergolong DBradyrhizobium
(Jordan, 1984). Pemunculan kolonl terjadi setelah 7 harti
inkubasi pada suhu 28°C, dengan diameter koloni antaxa 0.1
sampal 4.0 mm, sedangkan tipe koloninya, yaltu large mucoid
(LM}, small dry (SD) dan kombinasi LM dan SD, sesual ciri-
ciri yang dlikemukakan oleh Fuhrmann, 1990. Pengamatan mor-
fologi koloni tersebut dapat dilihat dalam Tabel 3.

Penumbuhan bakteri bintil akar kedelai di atas medium
agar MEK yang dibubuhi zat warna merah kongo tersebut, Jjuga
telah memperlihatkan bahwa semua galur cenderung tidak
mampu menyerap warna merah dengan baik. Salah satu contoh
morfologli koloni Sakteri bintil akar dapat dilihat dalam
Gambar 9, sedangkan tipe koloninya dapat dilihat dalam
Gambar 190.

ciri 1lain vyang menunjukkan bahwa bakteri tergolong
tumbuh lambat dituniang oleh hasil perhitungan waktu gene-
rasinya. Galur-galur uji memiliki waktu generasi antara

8.34 sampal 17.88 jam.
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Tabel 3. Cilri-cirit Koloni Galur Uji di atas Medium Agar
Cawan MEK + Merah Kongo, pada suhu 289Cc, setelah
7 hari.
Kode Diameter Ciri-ciri kolonli Tipe
galur {mm) koloni
53 0.5-1.0 bundar, cembung, tembus cahaya 8D
52 0.5-1.0 bundar, c¢embung, tembus cahaya 8D
50 0.5-1.0 bundar, cembung, tembus cahaya 8D
1.0-1.5 berlendir, bundar, cembung,
relatif tembus cahaya LM
47 0.5-1.0 bundar, cembung, tembus cahaya 8D
1.0-1.5 berlendir, bundar, cembung,
relatif tembus cahaya LM
43 0.1-0.5 bundar, cembung, tembus cahaya SD
42 1.0-2.5 berlendir, bundar, cembung,
relatif tembus cahaya LM
30 2.0-4.0 berlendir, bundar, cembung,
relatif tembus cahaya LM
28 1.5-3.0 berlendir, bundar, cembung,
relatif tembus= cahaya LM
26 0.1-0.5 bundar, cembung, tembus cahaya 8D
25 0.5-1.0 bundar, cembung, tembus cahaya 38D
1.0-2.0 barlendir, bundar, cembung,
relatif tembus cahaya LM
23 0.1-0.5 bundar, cembung, tembus cahaya SD
20 0.5-1.0 bundar, cembung, tembus cahaya 8D
18 0.1-0.5 bundar, cembung, tembus cahaya SD
07 0.1-0.5 bundar, cembung, tembus cahaya SD

Keterangan:
SD = Small dry
LM = Large Mucold
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Gambar 10.

45

(A) (B)

Morfologi Koloni Galur U3i dengan Metode Cawan
Gores di atas Medium Agar MEK + Merah Kongo,
setelah 7 hari inkubasi pada suhu 28°¢
(A) Galur 50 (B) Galur 42

(a) (B}

Morfologi Koloni dua Galur Uji di atas Medium
Agar Cawan MEK + Merah Kongo, (A) Tipe Koloni
8p (Galur 30), (B) Tipe Koloni Dbimorfis, LM dan
SD (Galur 50). Foto: Perbesaran Aslixl10.
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Hasil pertumbuhan bakteri di atas medium kaldu MEK
dengan perlakuan péngocokan pada suhu 28%% selama 3-4 hari
menunjukkan bahwa semua galur cenderung tumbuh mengikuti
persamaan kurva sigmoid, seperti fase pertumbuhan bakterl
pada umumnya. Pendugaan kurva pertumbuhan-dan.-waktu gene-
rasi masing-masing galur bakterl bintil akar kedelai efek-~
tif dluralkan secara sistematis pada Gambarx Lampiran 15
sampal Gambar Lampiran 28. ‘Kecenderungan kurva pertumbuhan
setiap galur dapat di lihat pada Gambar -1l.

Hasil penyuntikan antigen secara subkutan menunjukkan
bahwa kelinci percobaan mampu membentuk antibodi saat-peng-

ambilan darah pertama (hari ke-14), tetapl penetapan nilai
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Gambar 11. Haslil Kurva Pertumbuhan Galur-Galur Uil
berdasarkan Model Persamaan Logistik (Hasibuan,
1988)
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titer antiserum yang dihasilkan semua galur uj}l masih ren-
dah (kurang dari 1 600), sehingga dilakukan penyuntikan
ulangan. Dua minggu setelah penyuntikan ulangan {harl ke-
28), nilai titer antiserum yang dihasilkan mengalami kena-
ikan tetapl masih kurang dari 1 600. Oleh karena \litu,
dilakukan penyuntikan antigen kembali secara intravena.
Hasil penyuntikan antigen secara intravena (1v) pada harti
ke-49 (seminggu setelah penyuntikan ke-dua (1IV) nilal titer
antiserum yang dihasilkan masih belum mencapal nilai titer
yang dikehendakl (1 600} sehingga penyuntikan antigen (IV}
vang ketiga dan keempat dilakukan, tetapi dengan Jjumlah
1.5 ml dan 2.0 ml. Seminggu kemudian, pengambilan darah
dilakukan, yaltu pada hari ke-63 dan nilal titer antiserum
vang dihasilkan sudah mencapal 1 600 (tabung ke-6). Galur
tersebut masing-masing adalah 53, 52, 50, 47, 42, dan 28.

Pengambilan darah sejumlah volume yang lebih besar
dilakukan 2 hari berikutnya {(hari ke-63), sebagai persedia-
an antiserun. Selanjutnya, antiserum ditempatkan dalam
tabung-~tabung reaksi kecil (13x45 mm} bertutup ulir .seba-
nyak 2-3 ml per tabung, seperti terlihat dalam Gambar 12,
dan disimpan pada suhu -10°C- di dalam lemarl es. Sebelum
ditempatkan dalam tabung reaksl kecil, antiserum ditambah-
kan bahan pengawet Merthiolat 0.01% (Somasegaran dan Hoben,
1985).

Hubungan antara dosis antigen yang disuntikkan dengan

nilai titer antiserum yang dihasilkan, dapat dilihat pada:
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Gambar 12. Slapan Antiserum Galur-Galur Uji yang dihaslil-
kan Antigen Homolognya

Tabel 4, tetapi hanya dilakukan untuk beberapa galur sesuali
kelompok titernya, yaitu galur 53, 52, 50, 42, 20, 30, dan
18, Nilai titer antiserum semua galur uji terbagl menjadi
3 kelompok, yaitu kelompok pertama dengan njilai titer
antiserum > 1 600 (Galur 53, 52 dan 25); kelompok kedua
dengan nilai titer 1 600 (Galur 50, 47, 42, 28 dan 23) dan
kelompok ketiga dengan titer < 1 600 (Galur 43, 30, 26, 20,
18 dan 07).

Histogram yang menunjukkan hubungan antara dosis anti-
gen dengan nilal titer antiserum pada galur-galur vyang
telah disebutkan terdahulu dapat dilihat seperti Gambar 13.

Mengingat ada tiga galur (43, 25, dan 23) yang menye-

babkan kelinci mati setelah disuntikkan antigen sejumlah
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Tabel 4. Nilal titer antiserum pada hari ke-14, 28, 49 dan

63
Nilai Titer hari ke— {dosis antigen)

Kode  ——==m—————mm— e e e e — oo — oo sams s oS m S E
Galur 14 (3 ml) 28 (4 ml) 49 (5.5 ml) 63 (9 ml)
53 1 600 3 200 6 400 6 400
52 400 800 3 200 3 200
50 400 400 800 1 600
42 400 400 i 600 1 600
30 X 100 400 400
20 200 200 800 800
18 100 200 200 200
Keterangan:

Reaksi positif terjadi antara antibodi dengan antigen
homolognya di dalam cawan plastik ganq baercekung setelah
dipanaskan dalam penangas alr 52 selama 4 Jam dan
direfrigerator selama 24 jam.

x = tidak terdeteksl!

1.0 ml (secara intravena) maka ketiga galur 1ini diulang
kemball penyuntikannya ke dalam kelinci baru dengan meng-
ikuti metode penyuntikan yang dilakukan Schmidt, Bankole
dan Bohlool (1968) yang telah dimodifikgsi (Tabel 2).
Penetapan nilai titer antiserum yang dihasilkan pada hari
ke-16 masing-masing adalah 800 (galur 43), 1 600 (galur

23), dan 3 200 (galur 25j).
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Hasil pengamatan uji aglutinasi dengan cawan plastik
bercekung setelah dibiarkan di dalam penangas air bersuhu
52°C selama 2 Jjam dan 4 jam tidak berbeda hasilnya bila
diamati langsung. Hasil reaksi ini tampak 1lebih Jelas,
setelah dienapkan selama 24 jam di dalam refrigerator (le-
mari es bersuhu 4°C), sehingga yang diamati selanjutnya
hanya reaksli yang terbentuk setelah dimasukkan refrigerator
selama 24 jam. Aglutinasi slaid yang dilakukan pada saat
penentuan nilai titer antiserum (harl ke-14) tidak menun-
jukkan hasil reaksi positif yang jelas, karena beberapa
galur (galur 47, 42, 23 dan 18), reaksinya terbentuk sete-
lah 10 menit, bahkan 2 galur {galur 30 dan 26) tidak terde-
teksi, sedangkan aglutinasi tabung yang dilakukan walaupun
menunjukkan hasil reaksi positif yang jelas tetapi tidak
dilakukan lebih lanjut mengingat keterbatasan tabung, selain
jumlah antigen dan antiserum yang dibutuhkan cukup besar.

Reaksi positif ditandali dengan terbentuknya granula
(butiran-butiran halus sampai butiran kasar) dengan cairan
jernih tampak disekitarnya, sedangkan reaksi negatif tidak
terbentuk granula, dan cairan putih keruh tampak menyebar
(Gambar 14)}.

Ppari 14 reaksi aglutinasi homolog, 5 diantaranya tam-
pak kuat (antigen-antiserum 53, 52, 47, 43 dan 42), sedang-
kan 9 lainnya tampak lemah (antigen-antiserum 50, 30, 28,
26, 25, 23, 20, 18 dan 07). Dari 182 reaksi silang yang

dilakukan hanya 35 (19.23%) yang menunjukkan terjadinya
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(A) (B)

Gambar 14. Reaksi Aglutinasi Antigen-Antibodi di dalam
Cawvan Plastik bercekung. (A) Reaksi positif
(Antigen 42 dengan Antibodi 28) (B) Reaksi
negatif (Antigen 26 dengan Antibodi 28).
Foto: Perbesaran Aslix20.

pembentukan qumpalan positif (Gambar 15 dan 16), sedangkan

sebagian besar tidak bereaksi (80.77%), seperti terlihat

dalam Gambar 17 (tidak semua data ditampilkan).

Dari 35 reaksi silang yang terbentuk, 1 di antaranya
menunjukkan reaksli yang tampak sangat kuat (antigen 42-
antiserum 28}, 13 reaksi tampak kuat (antigen 52-antiserum
53, antigen 50-antiserum 47, antigen 43-antiserum 23, anti-
gen 30-antiserum 53, antigen 30-antiserum 52, antigen 28-
antiserum 42, antigen 25-antiserum 18, antigen 25-antl-
serum 07, antigen 23-antiserum 18, antigen 23-antiserum 07,

antigen 20-antiserum 50, antigen 18-antiserum 07, antigen

07-antiserum 18), dan 21 reaksi lainnya tampak lemah,



Gambar 15.

Gambar 16.

Reaksl Aglutinasi Positif antara Antigen

42

dengan Antibodl 53, 52, 42 dan 28. Foto:

Perbesaran Aslixlo.

Reaksi Aglutinasi Positif antara Antigen

43

dengan Antibodi 43, 23, 18 dan 07. Foto:

Perbesaran Aslixl0.

53
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Gambar 17. Reaksi Aglutinasi Negatlf antara Antigen 26
dengan Antibodi 53, 42, 25 dan 28. Foto:
Perbesaran Aslix10,.

sepertl terlihat dalam Tabel 5. Darl ujl aglutinasl ada

beberapa jenls reaksil silang yang tampak (Tabel 6).

Hasil pengamatan uji aglutinasi silang terhadap semua
galur wmenunjukkan bahwa antigen yang diuji ada yang wmampu
membentuk aglutinasi terhadap antiserum dari galur 1lain.
bengan demikian, dapat dikatakan bahwa secara serologls
galur-galur bakteri bintil akar kedelai efektif tersebut
ada yang sekerabat. Pengelompokan galur tersebut masing-
masing adalah kelompok galur 43, 23, dan 07 yang antigennya
dapat dikenali oleh antiserum dari galur 43, 26, 23, 18,
dan 07; kelompok galur 50, 47, dan 20 yang antligennya dapat
dikenali oleh antiserum darit galur 50, 47 dan 20; kelompok

galur 42, 30, dan 28. Antigen galur 42 dapat dikenali oleh
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Tabel 5. Reaksl Galur-Galur Bakteri Bintil Akar Kedelal
berdasarkan UJi Aglutinasi

Aqlutinasi dengan antiserum dari galur:
Galur Uji 53 52 50 47 43 42 30 18 6 25 23 w0 18 01

Keterangan:

Reaksi diamati di dalam cawan plastik yang bercekung,
setelah dipanaskan dalam penangas air 52°C selama 4 jam
dan refrigerator selama 24 jam, dengan dua kall ulangan.

+++ : reaksi penggumpalan jelas (flokulen), agregat besar

(butliran kasar), lambat mengendap {(reaksi sangat kuat};

++ : penggumpalan yang terjadil berkurang (butiran tidak

begitu besar), lambat mengendap (reaksi kuat}; + : peng-
gumpalan berupa granula (berbutiran halus (reaksl 1lemah);

- : reaksl tidak teridadi (granula tidak terbentuk).
antiserum dari galur 53, 52, 43, 42, 30, 28 dan 20, antigen
galur 30 dapat dikenali oleh antiserum dari galur 53, 52,
42, 30, dan 28, sedangkan antigen galur 28 dapat dikenall
oleh antiserum dari galur 53, 42, 30 dan 28; kelompok galur

25, dan 18 yang antigennya dapat dikenall oleh antiserum
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Tabel 6. Ujl Aglutinasi Silang antara Antigen-Antibodl pada
Galur yang sama dan Jenis Reaksinya

Ag Ab Reaksl Ab Ag Reaksi Jenis
42 28 +++ 42 28 ++ A (1)
18 07 ++ 18 07 ++ B (1)
50 47 ++ 50 47 +

43 23 ++ 43 23 + C; (3)
23 07 ++ 23 07 +

52 20 + 52 20 ++ C, (1)
47 20 + 47 20 +

43 07 + 43 07 + D (3)
30 28 + 30 28 +

53 52 - 53 52 ++

53 30 - 53 30 ++

52 42 - 52 42 ++ El (4)
52 30 - 52 30 ++

25 is ++ 25 18 -

25 07 ++ 25 07 _ Ey (3)
23 18 ++ 23 18 _

53 42 - 53 42 +

53 28 - . 53 28 +

43 42 - 43 42 + F; (5)
26 23 - 26 23 +

26 07 - 26 23 +

43 26 + 43 26 -

43 18 + 43 18 -

42 30 + 42 30 - Fy (5)
42 20 + 42 20 -

30 20 + 30 20 -

53 26 + 53 26 - G (65}
26 25 - 26 25 -

Keterangan:

Huruf yang berbeda menyatakan jenis reaksi yang terbentuk,

sedangkan angka di belakangnya menunjukkan banyaknya reaksi
dari galur 25, 18 (untuk antigen 25), dan 07 (untuk antigen

18); Galur 53, dan 26 merupakan galur yang berbeda darl
yang lain karena antigennya masing-masing dapat dlkenall
oleh antiserumnya sendiri, sedangkan galur 52 antigennya

hanya dikenali oleh antiserum dari galur 53, dan
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Pembahasan

Dalam penelitian sebelumnya dihasilkan 12 galur nuji
yang menunjukkan ciri-ciri bakteri bintil akar kedelal yang
tergolong tumbuh lambat dan terbukti keunggulannya, karena
efektif dalam menambat nitrogen {(Tedja Imas, 1991).

Di dalam pencirian kecepatan tumbuh bakteri Dberdasar-
kan kriteria cepat-lambatnya pemunculan koloni di atas
medium agar MEK yang dibubuhi zat warna merah kongo, terli-
hat bahwa semua galur bakteri tumbuh dengan lambat yang
ditandal munculnya koloni setelah 7 hari inkubasi pada suhu
ZBOC, berdiameter antara 0.1 sampai 4.0 mm, dan cendexung
tidak mampu menyerap warna merah -dengan baik. Semua galur
bakteri bintil akar kedelai mempunyal ciri-ciri berbentuk
bundar, cembung, berlendir, dan relatif tembus cahaya.
Pengamatan morfologi ini diikuti pula dengan tipe koloni-
nya. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa dari 12 galur
uji; 3 galur bertipe koloni large mucecid (LM) dengan ciri-
ciri berlendir, bundar, cembung, relatif tembus cahaya dan
berdiameter koloni antara 1.0 sampal 4.0 mm; 6 galur berti-
- pe koloni small dry (SD) dengan ciri-ciri berbentuk bundar,
cembung, tembus cahaya dan berdiameter koloni antara 0.1
sampali 1.0 mm; 3 galur lainnya bertipe koloni dimorfis,
yaitu 8D dan LM dengan diameter koloni antara 0.5 sampai
2.0 wmm, sedangkan tipe koloni large watery (LW) dengan

ciri-ciri berair, datar, tembus cahaya, berupa granula dan
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cenderung tidak teratur, dengan diameter koloni > 1 mm,
tidak dijumpai dalam penelitian ini.

Ciri-ciri 1ini sesuai yang dikemukakan oleh Fuhrmann
(1990), dimana tipe koloni LM paling banyak dijumpal dalam .
populasi Bradyrhizobium vYyang menodulasi tanaman kedelai
dengan ciri-ciri berlendix, cembung, tembus cahaya atau
tidak, dan berdiameter > 1 mm setelah 7-10 hari per tumbuhan
pada suhu 28°c. Selanjutnya diikuti tipe SD dengan ciri-
cirl koloni yang lebih cembung, relatif tembus cahaya atau
tidak, dan berdiameter < 1 mm. Menurut Fuhrmann (1930),
galur tipe koloni LM banyak dijumpai dalam bopulasi asli
bakteri bintil akar kedelai 4i USA, dan cenderung memiliki
kemampuan menambat nitrogen lebih besar dibandingkan galur
tipe koloni 8D. Dua dari 3 galur uji yang bertipe koloni
LM (galur 42 dan 28) memang memiliki nilai efektivitas
simbiotik yang tinggi (168.46% dan 133.50% pada kontrol N),
selebihnya bertipe koloni SD dan kombinasi SD dan LM (di-
morfis). Dengan demikian pendapat Fuhrmann tidak sepen-
uhnya berlaku untuk galur-galur uji yang diteliti.

Dua galur standar, masing-masing galur 52 (USDA 110)
dan galur 53 (USDA 122) bertipe koloni small dry {8D} deng-
an diameter koloni antara 0.5 sampai 1.0 mm.

Peneliti lain yang mengamati diameter koloni melapor-
kan bahwa galur-galur bakteri bintil akar kedelatl tumbuh
lambat dengan diameter koloni berkisar antara 0.5 sampal

1.5 mm setelah 7 hari inkubasi pada suhu 28°% (ariyanto,
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1988), sedangkan USDA 110 berkisar antara 1.0 sampai 2.5
mm, dan USDA 122 berklisar antara 1.5 sampai 3.5 mm (Muller
dan Wollum II, 1989). Selanjutnya peneliti lain (Bradley,
Thornton dan Jones (1988) juga melaporkan bahwa galur-galur
BLQQXthszan memiliki koloni dimorfis dengan dua tipe
koloni vyang  tampak kering dan berair (D: drier, dan ¥W:
wetter). Koloni ini tumbuh di atas medium agar MEK setelah
diinkubasi pada suhu 28°Cc sampal koloni berumur 20 hari.
Dengan demikian galux-galur uji yang diteliti memilikli
kesesualan terhadap pendapat beberapa peneliti di atas,
namun tak satu galurpun memilikli tipe kolonli yang berair.
Ciri lain yang menunjukkan bahva bakteri tergolong
tumbuh lambat ditunjang oleh hasil perhitungan waktu gene-
rasinya. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa senua
galur bakteri bintil akar kedelai tumbuh lambat memiliki
waktu generasi antara 8,34 sampai 17.88 jam. Dengan demli -
kian hasil 1ini sesual ciri dari kelompok bakteri bintil
akar kedelal yang tumbuh lambat, dengan waktu generasi
lebih dari 6 jam (Stowers, 1985), 6-9 jam (Somasegaran dan
Hoben, 1985), 8-20 jam (Israel et al., 1986}, 6.7-13.0 Jam
(Keyser et al., 1982) atau 9.57-18.55 jam (Ariyanto, 1988).
Reaksi aglutinasl positif ditandai dengan terbentuknya
gumpalan agregat besar sampai kecil berupa butiran-butiran
halus, dengan cairan Jjernih disekitarnya. Dari ke-3 metode
aglutinasi yang dilakukan ternyata aglutinasi dengan meng-

gunakan cawvan plastik bercekung menunijukkan penampakan
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reaksl lebih baik dibandingkan dengan aglutinasl kaca obijek
(slaid), dan sama baiknya dengan aglutinasi tabung. Namun
aglutinasi tabung wmemerlukan volume lebih besar dibanding-
kan aglutinasi dengan cawan plastik bercekung. Selain itu
memer lukan tabung-tabung reaksi yang banyak jumlahnya. Hal
ini terlihat .pada saat melakukan penetapan nilai titer
antiserum.

Ke}inci (hewan) percobaan mampu membentuk antibodi
pada hari ke-14, yaitu saat pengambilan darah pertama dari
hasil penyuntik%n antigen homolognya secara subkutan untuk
semua galur uji yang disuntikkan. Namun nilai titer anti-
serum vyang dihasilkan masih rendah {100-1 600). Begltu
pula nlilal titer antiserum hari ke-28 (setelah penyuntikan
ulangan) menunjukkan nilai tilter yang rendah yaltu 200-
3 200. Nilai titer antiserum mengalami peningkatan setelah
dilakukan penyuntikan secara intravena (hari ke-49) tetapi
nilai ini masih rendah (kurang dari nilai titer yang harus
dicapai yaitu 3 200-6 400), namun ada pula yang telah men-
capal titer 1 600 dan 3 200. Pengujian pada hari ke-63
tidak menunjukkan kenaikan nilai titer antiserum yang ber -
arti. Dengan demikian galur-galur yang di uji memiliki
respon yang tinggl (optimal) pada hari ke-49 dengan dosis
penyuntikan 5.5 ml, berbeda dengan galur standar yang masibh
menunjukkan respon tinggi pada hari ke-63 dengan dosls
penyuntikan 9.0 ml. Perbedaan respon pembentukan antibodi

ini kemungkinan berkaitan dengan perbedaan sifat-sifat
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antigeniknya atau sifat molekularnya vyang tidak sama.
Menurut Dudman (1971) komponen-komponen antigenik Yyang
berperanan dalam reaksi aglutinasl sangat sulit ditentukan,
kemungkinan sekali komponen tersebut berkalitan erat dengan
substansi somatik bakteri bintil akar kedelal yang biasanvya
berupa polisakarida ekstraselular. Selain itu kemungkinan
pada saat penyuntikan antigen titer antiserum yang diha-
silkan telah mencapai titik puncak dan mengalaml penurunan.
Penurunan ini disebabkan karena antlgen telah habis, sel B
tidak berdiferensiasi menjadi sel plasma dan se]l plasma
penghasil antibodi akan mati (Pelczar dan Chan, 1981).
Respon antibodi yang dihasilkan dapat berubah secara kuali-
tatlf karena adanya perbedaan kelas dari imunoglobulin (Ig)
(Pasaribu dan Joeniman, 1988). Meskipun 1gG banyak terda-
pat 41 dalam serum, namun daya aglutinasinya kurang diban-
dingkan IgM (Bergersen, 1980). Sedangkan IgM hanya diha-
stlkan setelah 10-14 hari penyuntikan antigen.

Penyuntikan yang berbeda dapat menimbulkan respon
pembentukan antibodi yang berbeda, sepertli yang dihasilkan
dalam penelitian 1ini. Hasil penyuntikan antigen secara
intravena terhadap kelinci memiliki respon antibodi vyang
lebih baik dibandingkan secara subkutan. Harlow dan Lane
(1988), melaporkan bahwa penyuntikan antigen secara intra-
vena menunjukkan respon terbentuknya antibodi cepat, dapat
menimbulkan dan merangsang emboli paru-paru {pulmonary

embolism) serta dapat menimbulkan kematian hewan percobaan
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karena shock (lethal anaphylactic shock). Di samping itu,
metode intravena memerlukan antigen terlarut dengan Jjumlah
volume penyuntikan 1 ml, dan konsentrasinya tidak perlu
tinggi (OD 0.365 atau 43.15%T), sedangkan metode subkutan
memiliki respon imun yang lambat pada kelinci percobaan,
memerlukan antigen partikulat atau terlarut, dan penyun-
tikannya dengan volume 0.8 ml setlap sltus (tempat), tetapi
lokasi injeksinya harus 10 situs (tempat). Metode penyun-
tikan subkutan mudah dilakukan (simple) bila dibandingkan
metode intravena (Bergersen, 1980), karena metode intravena
memerlukan ketrampilan yang lebih balk. Pengambilan darah
pada umumnya dilakukan pada vena/arteri telinga, yvaitu pada
vena lateralls dan arteria centralis telinga, sedangkan
pengambilan darah dari jantung dilakukan untuk mempercleh
seluruh darah kelinci dan ini dilakukan oleh orang Yyang
sudah berpengalaman (Smith dan Mangkoewidjojo, 1988).
Metode intravena ternyata wenunjukkan respon antibodi
vang cukup baik, hal ini terbukti setelah hari ke-16 nilai
titer antiserum yang dihasilkan ada yang tinggi (3 200).
‘Nilai titer antiserum galur-galur yang diulang dengan pro-
sedur penyuntikan hasil modifikasi Schmidt, Bankole dan
Bohlool (1968) menunjukkan nilai titer sebesar 3 200 wuntuk
galur 25, 1 600 untuk galur 23 dan 800 untuk galur 43.
Nilai titer antiserum dapat ditingkatkan, dengan cara me-
nyuntikan kembali suspensi antigen selang waktu 2 hari

berikutnya, sebelum pengambilan darah dalam volume besar
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{bleeding). prosedur penyuntikan ini sangat baik untuk
dikembangkan, mengingat dalam waktu relatif singkat (hari
ke-16), antibodi sudah terbentuk dengan nilai titer antise-
rum tinggi.

Hasil reaksi aglutinasi dengan cawan plastik berce-
kung, setelah dibiarkan dalam penangas air bersuhu 52°C
selama 2 jam dan 4 jam tidak berbeda hasilnya bila diamati
1anqsuhq, wvalaupun menurut Vincent (1970) aglutinasi fla-
gelar dapat terlihat setelah 1-2 jam yang ditandai dengan
terbentuknya gumpalan agregat berukuran besar, £lokulen dan
lambat mengendap, sedangkan aglutinasi somatlk terlihat
setelah 4 jam yang ditandal dengan terbentuknya gumpalan
agregat berupa granula-granula berbutiran halus. Dengan
kata lain, varlasi perlakuan pemanasan (2 jam dan 4 Jjam)
tidak mempengaruhl penampilan reaksi aglutinasinya, apabila
diamati langsung. Pembentukan reaksi aglutinasi inl tampak
lebih tegas setelah dienapkan dalam refrigerator (lemari es
bersuhu 4°C) selama 24 3Jjan. Hal ini sesuail dengan Somase-
garan dan Hoben (1985), yang mengemukakan bahwa penampakan
reaksi aglutinasi pada cawan plastik bercekung dilakukan
setelah dimasukkan dalam penangas alr bersuhu 52°C selama 4
jam, dan diblarkan selama 24 jam dalam refrigerator (4°c).
Selain 1itu, penampakan reaksi aglutinasi (reaksi antigen-
antibodl pada cawvan plastik bercekung) juga dapat dilakukan
dengan menginkubasikan pada inkubator bersuhu 37 °c selama

2 jam dan refrigerator (4°) selama 24 jam.



64

Penampilan reaksl aglutinasi homolog, dan reakst si-
langnya ada yang menunjukkan perbedaan terhadap gumpalan
yang terbentuk, vyaitu dari flokulen, agregat berukuran
besar (butiran-butiran kasar) sampai berupa granula-granula
yvang lebih kecil (butiran-butiran halus). Dengan demiklian,
dapat diduga bahwa reaksl-reaksi tersebut kemungkinan besar
merupakan reaksl aglutinasi flagelar, dan reaksi aglutinasl
somatik, karena ciri-ciri reaks! ini sesual dengan -ciri
yvang telah dikemukakan sebelumnya. HNamun demikian, perlu
dilakukan penelaahan lebih lanjut dengan mengenal komponen-
komponen antigenlk yang berperan karena hasil penelitian
ini belum mencirikan sifat-sifat antigenik bakteri bintil
akar kedelal secara speslifik. Hal int dikemukakan pula
oleh Bergersen (1980) bahwva aglutinasi penting untuk memas-
tikan organisme dengan memeriksa struktur antigeniknya,
jika antigeniknya bervariasi. Selanjutnya, dikatakan pula
bahwa antigen flagelar sel-sel yang motil dapat disiapkan
dengan mensentrifugasi biakan berumur 18 jam dalam medium
kaldu, sel-sel disuspensikan dengan garam fisiologis, dan
penambahan formalin ke dalam suspensi sel membuat antigen
somatik tidak aktif. Komponen antigenik berkaitan erat
dengan substansil somatik bakteri bintil akar kedelai Yyang
biasanya berupa polisakarida ekstraselular {Dudman, 1971)}.
Means, dan Johnson (1968) melaporkan juga bahwa komponen
terlarut antigen bakteri dari galur-galur bakteri Rhizobium

japopnicum yang dianggap berperanan sebagal situs antigenik
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adalah antigen-antigen somatik sel yang terdlrl dari ga-
bungan senyawa-senyawa yang mengandung protein, polisakari-
da, dan liplda.

Dari 14 reaksi aglutinasi homolog, 5 diantaranya tampak
kuat (antigen-antiserum 53, 52, 47, 43 dan 42}, sedangkan 9
lainnya tampak lemah (antigen-antiserum 50, 30, 28, 26, 25,
23, 20, 18 dan 07). Dari 182 reaksi silang yang dllakukan
ternyata sebaglan besar tidak bereaksi (80.77%) dan hanya
35 (19.23%) yang menunjukkan terjadinya pembentukan gumpal-
an positif. Dari 35 reaksi yang terbentuk, 1 dilantaranya
menunjukkan reaksi vyang tampak sangat kuat (antigen 42-
antiserum 28), 13 tampak kuat dan 21 lainnya tampak lemah
reaksinya.

Ketepatan antigen untuk bereaksi dengan antibodi
sangat menentukan reaksi aglutinasi yang terbentuk karena
apabila antigen berlebih dan antibodi berlebih akan mengu-
rangi reaksi penampakan aglutinasinya (Somasegaran dan
Hoben, 1985). Penggunaan pengenceran antiserum 1/100 dan
konsentrasi antigen 5-10x10° sel/ml berkaitan dengan hal
tersebut di atas. Aglutinasi hanya terjadi pada tabung-
tabung yang berisi pengenceran antiserum yang leblh tinggi
tingkat pengencerannya (Pasaribu dan Joeniman, 1988). Hal
ini berkaitan dengan fenomena prozon, yang mungkin disebab-
kan oleh efek stabil daril protein berkonsentrasi tinggi

pada partikel. Protein melapisi partikel-partikel dan
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menghasilkan penolakan elektrostatlk antara individu parti-
kel. Dengan demikian menimbulkan usaha yang melawan ter-
hadap molekul antibodi untuk mengikat partikel bersama-
sama. Apabila suatu saat konsentrasi protein menurun aki-
bat diencerkan maka molekul antibodi dapat menggunakan efek
penggumpalannya dan menghasilkan aglutinasi. Reaksi aglu-
tinasi telah memperlihatkan akan kebutuhan elektrolit di
dalam medium dengan konsentrasi garam fisiologis (Pasaribu
dan Joeniman, 1988). Reaksi benar-benar tidak terjadl apa-
bila antigen letaknya terlalu dalam dan antibodinya berle-
bihan.

Hasil pengujlan reaksi aglutinasi 12 galur uji dan 2
galur standar terhadap antiserum dari{ galur-galur tersebut
menunjukkan bahwa beberapa galur diantaranya dapat bereaksi
secara silang. Dengan demikian, secara serologls galur-
galur bakteri bintil akar kedelal tersebut ada yang sekera-
bat. Telaah hasil uji aglutinasl! ini, mendorong pembentuk-
an kelompok berdasarkan kekerabatan antigeniknya, yaitu
kelompok galur 43, 23, dan 07, yang antigennya dapat dike-
nali oleh antiserum dari galur 43, 26, 23, 18, dan 07;
kelompok galur 50, 47, dan 20, yang antigennya dapat dike-
nali oleh antiserum dari galur 50, 47, dan 20 sendiri;
kelompok galur 42, 30, dan 28, yang masing-masing antigen-
nya terdiri dari antigen galur 42 dapat dikenalil oleh anti-
serum dari galur 53, 52, 43, 42, 30, 28, dan 20; antlgen

galur 30 dapat dikenall oleh antiserum dari galur 53, 52,



67

42, 30, dan 28; antigen galur 28 dapat dikenall oleh anti-
serum dari galur 53, 42, 30, dan 28; kelompok galur 25, dan
18, yang antigennya masing-maslng dapat dikenali oleh anti-
serum dari galur 25, 18, dan 07 untuk antigen 25; sedangkan
antigen 18 dapat dikenali oleh antiserum dari galur 18, dan
07; galur 26 merupakan galur yang berbeda dari galur lain-
nya karena hanya dapat dikenall oleh antiserum homolognya
sendiri. Galur standar USDA 110 dan 122 (galur 52 dan 53)
tidak dikenall oleh antliserum dart galur uji, berarti galur
ini asing bagi galur uji. Untuk leblih Jjelasnya, pengelom-
pokan galur-galur ini terlihat seperti pada Tabel 7.

Pengelompokan inl tidak berlaku umum, hanya berlaku
pada Jjumlah galur dan antiserum yang dipakal. bDengan
demikian pengelompokan yang terjadi sangat tergantung pada
jumlah antiserum yang terpakai. Semakin banyak Jjumlah
antiserum yang terpakal semakin luas pengelompokan yang
terbentuk, sebaliknya semakin sedikit Jumlah antiserum
vyang terpakail semakin sempit pula pengelompokan yang ter-

bentuk.
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Tabel 7. Pengelompokan Galur-Galur Bakteri Bintll Akar Ke-
delal berdasarkan Ujil Aglutlnasi yang terbentuk

lglutinasi dengan antiserva dari gqalur:
felompok Galur Uji 43 26 23 13 07 50 41 20 53 51 47 30 2 2O

1 ] t t 1 ¢ ¢ - - - - - - - - -
13 S | t t - - - - - - - - -
87 t t } t e - - -
2 50 - - - - - t $ } - - - - - -
{1 S R S S SRR T - -
i - - - - - S T - -
3 n S T SRR SN N SR N S
30 S S B S .
2 T S R S t -
{ 25 - - - t t - - - - - - - - +
18 - - - t S - - -
) 51 - - - - - - - - vt - - . -
583 - - - - = - - - % - - - - =
2% - - - S T T - - -

Keterangan:
Pengelompokan diperoleh dengan melihat kekerabatan antlige-
nik setiap galur dalam uji aglutinasi.



KESIMPULAN DAN SARAN

Kegsimpulan

Dua belas galur ujl yang tergolong tumbuh lambat dan
efektif dalam menambat nitrogen, telah dibuktikan tumbuh
lambat berdasarkan hasil penegasan terhadap pengamatan
morfologi koloni dan waktu generasinya.

Penumbuhan kedua belas galur efektif dan dua galur
standar (USDA 110; USDA 122) df atas medium agar MEK yang
dibubuhi zat warna merah kongo, memperlihatkan bahwa semua
galur bakteri tumbuh lambat yang ditandai munculnya kolonl
setelah 7 hari inkubasi pada suhu 28 C, dan berdlameter
antara 0.1 sampal 4.0 mm, serta cenderung tidak mampu me-
nyerap warna merah dengan baik. Semua galur bakteri bintil
akar kedelai tersebut juga memillikl clri-ciri berbentuk
bundar, cembung, berlendir, dan relatif tembus cahaya.
Berdasarkan ciri-ciri tersebut, dari 12 galur yang diteliti
ternyata 6 galur bertipe koloni 8D, 3 galur bertipe koloni
LM dan 3 galur lainnya bertipe koloni dimorfis (SD dan LM},
sedangkan 2 galur standar USDA 11C dan 122 bertipe koloni
8SDh. Ciri pertumbuhan lain di dalam medium kaldu MEK yang
diberi perlakuan pengocokan menunjukkan bahwa semua galur
bakteri bintil akar kedelai tumbuh lambat dengan waktu
generasi antara 8.34 sampai 17.88 jam.

Hasil reaksi aglutinasi terlihat setelah antiserum

dari semua galur bakteri direaksikan dengan antigen
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homolognhya yang ditandai dengan terbentuknya granula (bu-
tiran-butiran halus sampal butiran kasar) dengan cailran
vang jernih tampak disekitarnya. Namun hasil penguijlian ini
menunjukkan bahwa variasi perlakuan pemanasan di dalam
penangas air bersuhu 529C selama 2 jam dan 4 Jam ternyata
tidak mempengaruhi penampilan reaksi aglutinasi yang ter-
bentuk, dengan perkataan lain reaksi aglutinasi flagelar
dan somatlk sukar dibedakan. Pembentukan reaksi aglutinasi
tampak lebih tegas setelah dienapkan selama 24 Jjam dalam
refrigerator (lemari es bersuhu 4°C).

pada reaksi antigen-antibodi homolog, 5 tampak kuat
reaksinya pada galur 53, 52, 47, 43 dan 42, sedangkan 9
lalnnya tampak lemah pada galur 50, 30, 28, 26, 25, 23, 20,
18 dan 07. Hasil pengujian reaksi aglutinasl silang yang
terjadi, terhadap keempat belas galur yang diuji beberapa
galur menunjukkan reaksi, sehingga secara serologlis galur-
galur bakteri bintil akar kedelail tersebut ada yang sekera-
bhat. Dari hasil uji aglutinasi, galur-galur wujl dapat
dibedakan satu sama lainnya berdasarkan ciri-ciri antige-
niknya. Perbedaan yang kecil diantara galur dapat terhim-
pun dalam suatu kelompok, masing-masing yaitu kelompok
galur 43, 23, dan 07; kelompok galur 50, 47, dan 20; kelom-
pok galur 42, 30, dan 28; kelompok galur 25, dan 18;
kelompok galur 53 dan 52. Galur 26 merupakan galur yang

berbeda dari galur lainnya.
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saxan

Penelaahan serologis terhadap galur-galur bakteri
bintil akar kedelai efektif yang sekerabat, perlu diteliti
lebih lanjut agar diperoleh gambaran kekerabatan yang lebih
baik, terutama untuk mengetahul sifat-sifat dan komponen
antigeniknya yang lebih spesifik. Hal inl disarankan kare-
na teknik serologis secara aqlutinasli hanya blsa mengenal
galur-galur bakteri secara garis -besarnya saija berdasarkan
kekerabafan atau kesamaan antigeniknya, sedangkan sifat-
sifat dan lokasi komponen antigeniknya belum dapat diketa-
hui secara optimal. Teknik serologis dengan elektrofore-
sis, seperti SDS-Page (Sodium Dodecyl Sulfat Polyacrilamlide
Gel Elektroforesis) sangat balk untuk dilakukan karena
dapat mengenal lebih lanjut serotypenya, tetapi teknik ini
membutuhkan biaya yang cukup besar menglngat bahan-bahannya
sangat mahal.

Ketepatan antigen untuk bereaksi dengan antibodi
sangat berperan dalam uji aglutinasinya, oleh karena itu
penelitian lanjutan diperlukan pula untuk mengetahul apakah
reaksi yang negatif, benar-benar negatiﬁ. Pengenceran
antiserum sangat baik untuk dilakukan dalam membuktikan
ada-tidaknya penggumpalan tersebut. Selain itu, pengencer-
an antiserum dapat dimanfaatkan pula untuk mengetahui nilai
titer antiserum dar! galur-galur bakteri balk yang sekera-
bat maupun yang tidak sekerabat, sehingga pengenceran ter-

tinggi dari antiserum yang masih menunjukkan reaksi positit
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terlihat lebih jelas. Pemurnian terhadap antiserum bisa
duga dilakukan untuk membedakan aglutinasi flagelar dan
somatik yang terbentuk. |

Metode penyuntikan antigen Schmidt, Bankole dan
Bohlool (1968) secara intravena patut dikembangkan lebih
lanjut, mengingat respon antibodi yang dihasilkan cukup
baik yang ditunjukkan oleh nilai titer antiserumnya, namun
kelinci yang digunakan harus berbobot besar (2.5-3.0 kg
pada umur 6 bulan) untuk menghindari kematian akibat shock.
Selain itu, metode penyuntikan antigen secara intravena

perlu ketrampilan dalam melakukannya.
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Tabel Lampiran 1. Komposisi Medium Agar MEK®

Kandungan Bahan Jumlah Bahan
{gram)
wamnitol T 0.0
KoHPO, 0.5
MgS0,. THH0 0.2
NacCL 0.1
Ekstrak Khamir 1.0
Agar Bacto 15.96
Air Suling 1.0
Keterangan:

a : mengikuti komposisi Vincent (1970).

Medium dididihkan sehingga agar menjadi larut, kemudi-
an disterilkan di dalam autoklaf pada suhu 121°%C selama 15
menit.

Bila pada medium diperlukan penambahan zat warna merah
kongo maka larutan zat warna tersebut disterilkan secara
terpisah. Sebelum medium dituang ditambahkan larutan merah
kongo 0.25% sebanyak 10 ml/liter medium sehingga konsentra-
si akhir 0.0025%.

Bila diperlukan zat warna brom timol biru maka larutan
brom timol biru (0.5% dalam alkohol) ditambahkan sebanyak 5
mi/liter medium sehingga konsentrasi akhir 0.0025%. Zat

warna ini berfungsi sebagal indikator pH.
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Tabel Lamplran 2. Komposisl Medium Sintetik

Kandungan Bahan Jumlah Bahan
___; _____ ; _________________________________________________
KoHPO, 1.00
KH,PO, 1.00
MgS0,. TH,0 0.25
CaClz. 6H20 0.10
FeCly. 6H50 0.01
Natrium-glutamat 1.10
Mannitol 10.00

Agar Bacto 15.00
Unsur kelumit larutan stok (%) ml/litexr
MnSO,. H,0 0.0450

CuS0,. 5H,0 0.0040

H3BO4 0.0110 1.00
NaMoO,. 2H,0 0.0030

NaC1l 0.0330

CoCl,. H,0 0.0004

Reagen dan larutan stok dltambahkan secara berurutan
ke dalam air suling yang jumlahnya paling sedikit 75% volu-
me akhir untuk menghindari pengendapan garam-garam KkKalsium
dan magnesium fosfat. Larutan diaduk-aduk dengan baik,
kemudian disterilkan di dalam autoklaf pada suhu 121°¢
selama 15 menit. Penambahan agar diberikan ke dalam medium

sebelum medium disterilkan.
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Tabel Lampiran 4. Rata-rata Bobot Kering Taijuk Tanaman
Kedelal var. Wilis (45HST) dan Nilail
Efektivitas Simbilotik Galur-Galur
Bakteri Bintil Akar Kedelai?

Kode Bobot Kering Tajukb Efektivitas Simblotik (%)€
galur {gram) USDA 110 USDA 122 Kontrol H
a2 2ams 126.84  112.48  168.46
50 2.1086 127.47 111.28 166.67
28 1.6890 102.10 89.14 133.50
20 1.6842 101.81 . 88.89 133.12
47 1.5788 95.44 83.22 124.77
43 1.5092 91.23 79.65 119.29
30 1.2595 76.14 66.47 99.55
26 1.2803 T7.40 67.57 101.19
25 1.4700 88.86 77.58 116.19
23 1.4741 89.11 77.80 116.51
18 1.5498 93.69 81.79 122.49
07 1.4401 87.06 76.00 113.82
UsSDA 110 1.6542 ’ 100.00 87.30 130.75
USDA 122 1.8948 114.54 100.00 143.76
Kontrol N 1.2652 76.84 66.77 100.00
KontroldNo
(N,I.) 0.7856 47.49 41. 46 62.09
Keterangan:
a : berdasarkan hasil penelitian Tedja Imas (1991}
b : giggtl-merupakan bagian atas tanaman, tanpa akar dan

c : efektivitas simbiotik dihitung berdasarkan prosentase
bobot kering tanaman yang diinokulasi dengan galur uijti
terhadap bobot kering tanaman yang dinokulasi dengan
galur standar (USDA 110 dan 122} serta kontrol N.

d : kontrol tanaman tanpa N dan tanpa inokulasi
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Tabel Lampiran 5. Korelasi antara jumlah sel/ml dan nilal
rapat optls (ODg,q) Galur 53 pada berba-
gal tingkat pengenceran

Sumbu X Sumbu Y
bengenceran  Jumlah sel/ml® o0ero
L 1T satexe® Lo
1: 2 2.609x10° 0.691
1: 4 1.305x10° 0.382
1: 8 0.652x10% . . 0.199
1 : 16 0.326x10° 0.098

Keterangan:
a : Data diperoleh dari pencawanan suspensi biakan galur
53 pada medium agar MEK.

Gambar Lampiran 1. Kurva Standar Galur 53 yang menyatakan
hubungan jumlah organisme {sel/ml)
dengan nilai rapat optis (ODg,q)-
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Tabel Lampiran 6. Korelasi antara jumlah sel/ml dan nilai
rapat optis (00620) Galur 52 pada berba-
gali tingkat pengenceran

Sumbu X Sumbu Y
Pengenceran  Jumlah sel/ml® e
11 s.531x10° 0.e7s
1: 2 2.266x10° 0.525
1: 4 1.133x107 0.277
1 : 8 0.566x10° 0.143
1: 16 0.283x10° 0.070

Keterangan:
a : Data diperoleh dari pencawanan suspensi blakan galur
52 pada medium agar MEK.

Gambar Lampiran 2. Kurva Standar Galur 52 yang menyatakan
hubungan jumlah organisme {sel/ml)
dengan nilai rapat optis (0ODg,q).

Repat Cpts (520 nm)
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Tabel Lampiran 7. Korelasi antara jumlah sel/ml dan nilai
rapat optis (ODg,3) Galur 50 pada berba-
gai tingkat pengenceran

Sumbu X Sumbu Y
Pengenceran  Jumlah sel/mld oep0
B s.250x10° 1.1ss
1 : 2 4.625x10° 0.935
1 : 4 2.313x10° 0.535
1 : 8 1.156x10° 0.283
1 : 16 0.578x102 0.146

Keterangan:
a : Data diperoleh dari pencawanan suspensi biakan galur
50 pada medium agar MEK.

Gambar Lampliran 3. Kuxrva Standar Galur 50 yang menyatakan
hubungan jumlah organisme (sel/ml)
dengan nilal rapat optis (ODgyq).
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Tabel Lampiran 8. Korelasi antara jumlah sel/ml dan nilat

rapat optis (0Dgsg) Galur 47 pada berba*
gai tingkat pengenceran

Sumbu X Sumbu Y
Pengenceran  Jumlah sel/ml® o0gpo
N 7.281x10° 0981
1 : 2 3.641x10° 0.611
1 : 4 1.820x10° 0.341
1: 8 0.910x10° ©0.192
1 : 16 0.450x10° 0.092

Keterangan:

a : Data diperoleh dari pencawvanan suspensi biakan galur
47 pada medium agar MEK.

Gambar Lampiran 4. Kurva Standar Galur 47 yang menyatakan
hubungan jumlah organisme (sel/ml)
dengan nilal rapat optis (ODgoq).
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Tabel Lampiran 9. Korelasl antara jumlah sel/ml dan nilai
rapat optis (0Dg,q) Galur 43 pada berba-
gai tingkat pengenceran ‘ :

Sumbu X Sumbu Y
bongenceran  Jumlah sel/ml® overe
B 3.750x10% 1078
1 : 2 1.875%107 0.678
1: 4 0.938x10° 0.382
1: 8 0.469x10° 0.199
1 : 16 0.234x10° 0.116

Keterangan:

a : Data diperoleh dari pencawanan suspensi blakan galur
43 pada wmedlum agar MEK.

Gambar Lampiran 5. Kurva Standar Galur 43 yang menyatakan
hubungan jumlah organisme (sel/ml)
dengan nilai rapat optis (0D620).
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Tabel Lampiran 10. Korelasi antara jumlah sel/ml dan nilal
rapat optis (ODg,4) Galur 42 pada berba-
gail tingkat pengenceran

Sumbu X Sumbu Y
pengenceran  Jumlah sel/ml® oere
1. 1 Tslasoxie® 1141
1: 2 1.875x107 0.783
1 : 4 0.938x10°7 0.470
1 : 8 0.469x10? 0.259
1L : 16 0.234x10° 0.137

Keterangan:
a : Data diperoleh dari pencawvanan suspensi biakan galur
42 pada medium agar MEK.

Gambar Lampiran 6. Kurva Standar Galur 42 yang menyatakan
hubungan jumlah organisme {sel/ml)
dengan nilal rapat optis (0Dg,q).
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Tabel Lampiran 11. Korelas! antara jumlah sel/ml dan nilail
rapat optis (0Dg,4) Galur 30 pada berba-
gail tingkat pengenceran

Sumbu X Sumbu Y
Pengenceran  Jumlah sel/mi® oere
1.1 s.1soxt0d ya1e
1 : 2 2.875x10° 0.820
1: 4 1.438x10° 0.488
1: 8 0.719x10° 0.263
1 : 16 0.359x107 0.131

Keterangan:
a : Data diperoleh dari pencawanan suspensi biakan galur
30 pada medlum agar MEK.

Gambar Lampiran 7. Kurva Standar Galur 30 yang mnmenyatakan
hubungan jumlah organisme (sel/ml)
dengan nilai rapat optis (ODg,q).
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Tabel Lampiran 12. Korelasl antara jumlah sel/ml dan nilai
rapat optis (ODgog) Galur 28 pada berba-
gai tingkat pengenceran

Sumbu X Sumbu Y
bengenceran  Jumlah sel/m® ovee
B 6.0315x10° 0.793
1 : 2 3.016x10° 0.451
1 4 1.508x107 0.239
1: 8 0.754x107 0.123
1: 16 0.377x10? 0.056

Keterangan:
a : Data diperoleh darl pencawanan suspensi biakan galur
28 pada medium agar MEK.

Gambar Lampiran 8. Kurva Standar Galur 28 yang menyatakan
hubungan jumlah organisme (sel/ml)
dengan nilai rapat optis {(ODg,q) -

Ropat Cpts (620 nm)
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Tabel Lampiran 13. Korelasi antara jumlah sel/ml dan nilal
rapat optis (ODgog) Galur 26 pada berba-
gai tingkat pengenceran

Sumbu X Sumbu Y
bengenceran  Jumlah sel/mi® o0ero
LT T s saame® Lot
1 : 2 2.922x107 ©0.691
1: 4 1.461x10° 0.319
1 : 8 ~ 0.730x10° 0.589
1 : 16 0.365x%10° 0.979

Keterangan:
a : Data diperoleh dari pencawanan suspensi biakan galur

26 pada medium agar MEK.

Gambax Lampiran 9. Kurva Standar Galur 26 yang menyatakan
hubungan jumlah organisme {sel/ml)
dengan nilai rapat optis (ODg,q4).
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Tabel Lamplran 14. Korelasi antara jumlah sel/ml dan nilal
rapat optis (09620) Galur 25 pada berba-
gai tingkat pengenceran

Sumbu X Sumbu Y
bengenceran  Jumlah sel/ml® g0
LT ek o.886
1 : 2 2.203x10° 0.539
1 : 4 1.101x10° 0.304
1 : 8 0.551x107 0.177
1 : 186 0.275x10? 0.117

Keterangan:
a : Data diperoleh dari pencawanan suspensl biakan galur

25 pada medium agar MEK.

Gambar Lampiran 10. Kurva Standar Galur 25 yang menyatakan
hubungan jumlah organisme {sel/ml}

dengan nilal rapat optis (ODGZO)'
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Tabel Lampiran 15. Korelasi antara jumlah sel/ml dan nllal
rapat optis (00620} Galur 23 pada berba-
gai tingkat pengenceran

Sumbu X Sumbu Y
bengenceran  Jumlah sel/mi® o0gro
T Y beaxe® yoar
1 : 2 2.047x10° 0.656
1: 4 1.023x10° 0.367
1: 8 0.512x10° 0.202
1 : 16 0.256x107 0.118

Keterangan:
a : Data diperoleh dari pencawanan suspensi biakan galur

23 pada medium agar MEK.

Gambar Lampiran 11. Kurva Standar Galur 23 yang menyatakan
hubungan jumlah organisme (sel/ml)

dengan nilal rapat optis (00620).
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Tabel Lampiran 16. Korelasl antara jumlah sel/ml dan nilal
rapat optis (ODg,4) Galur 20 pada berba-
gai tingkat pengenceran

Sumbu X Sumbu ¥
pengenceran  Jumlah sel/ml® ovee
R 6.188x10 0.947
1: 2 3.094x10°7 0.602
1 : 4 1.547x10° 0.357
1 : 8 0.773x10° 0.206
1 : 16 0.387x109 0.126

Keterangan:
a : Data diperoleh dari pencavanan suspensi biakan galur
20 pada medium agar MEK.

Gambar Lampiran 12. Kurva Standar Galur 20 yang menyatakan
hubungan jumlah organisme {sel/ml)
dengan nilal rapat optls (0Dg,q).

Ropot Optis (620 n)

r = 0.9923
rY
Y = 8.1118 + 0. 1400X
0 | T T ; T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Jumich agoniame (x 10~9 selAi)



94

Tabel Lampiran 17. Korelasi antara jumlah sel/ml dan nilal
rapat optis (0ODgoq) Galur 18 pada berba-
gal tingkat pengenceran

Sumbu X Sumbu Y
pengenceran  Jumlah sel/ml® o0e0
1T Tisxe® 0670
1 ;2 2.063x10° 0.379
1 : 4 1.031x10? 0.210
1: 8 0.516x10° 0.118
1: 16 0.258x107 0.075

Keterangan:
a : Data diperoleh dari pencawanan suspensi biakan galur
18 pada wedlium agar MEK.

Gambar Lampiran 13. Kurva Standar Galur 18 yang menyatakan
hubungan jumlah organisme (sel/ml)
dengan nilal rapat optis (00620).
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Tabel Lampiran 18. Korelasi antara jumlah sel/ml dan nilai
rapat optis (00620) Galur 07 pada berba-
gai tingkat pengenceran

Sumbu X Sumbu Y
pengenceran  Jumlah sel/ml® o0ero
i1 6.750x10% 1089
1 2 3.375x10° 0.698
1 4 1.688x10° 0.398
1 : 8 0.884x10° 0.208
1 : 16 0.422x10° 0.113

Keterangan:

a : Data diperoleh darl pencavanan suspensi biakan galur
07 pada medium agar MEK.

Gambar Lampiran 14. Kurva Standar Galur 07 yang menyatakan
hubungan jumlah organisme {sel/ml)
dengan nilal rapat optis (0ODgyq)-
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akhir

7.52

7.50

7.33

7.26

7.35

7.35

T.42

Tabel Lampiran 19. Waktu Generasl Rata-rata dan pH Blakan
Galur-Galur Bakteri Bintil Akar Kedelal
di dalam Medium Kaldu MEK
Kode Galur  Waktu Generasi Rata-zata pH blakan®
(Jam)? awal
s TR 7.06  71.08
52 17.80 6.B6
50 15.20 7.02
47 15.62 6.98
43 14.24 7.01
42 8.34 6.79
30 11.20 6.90
28 14.48 6.86
26 10.16 7.16
25 12.46 6.92
23 9.24 7.24
20 .30 7.07
i8 10.30 7.18
07 9.70 7.21
Keterangan:
a :

Hasil rata-rata lima nilal waktu generasi, selama fase
eksponensial berdasarkan kurva pertumbuhan galurnya.

: Pengamatan dilakukan dengan pH Meter HORIBA.

Pengukuran pH awal dilakukan sesaat setelah tnokulasi,
sedangkan pengukuran pH akhir setelah tiga hari inku-
basi pada suhu 289,
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Gambar Lampiran 15.

Nioi Repat Opts (820 nm)

Kurva Pertumbuhan Galuzr 53
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Gambar Lampiran 16.

Nigi Ropat Optis (620 rm)

Kurva Pertumbuhan Galur 52
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Gambar Lampiran 17. Kurva Pertumbuhan Galur 50
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Gambar Lampiran 18.

Nioi Repat Cpts (620 nm)
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Gambar Lampiran 19.

Nioi Repot Opta (820 nm)
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Gambar Lamplran 20.

Nioi Rapat Optss (820 Am)

Kurva Pertumbuhan Galur 42
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Gambar Lampiran 21.

Kurva Pertumbuhan Galur 30

Nigi Ropat Oplis (520 rrm)
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Nioi Rapat Optis (620 nm)

Gambar Lampiran 22.

Kurva Pertumbuhan Galur 28
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Gambar Lampiran 23. Kurva Pertumbuhan Galur 26
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GCambar Lampiran 24. Kurva Pertumbuhan Galur 25
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Gambar Lampiran 25. Kurva Pertumbuhan Galur 23
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Gambar Lampiran 26. Kurva Pertumbuhan Galur 20

Nigi Repot Opti (620 )
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Gambar Lampliran 27.

Nioi Rapat Optis (620 nm)

Kurva Pertumbuhan Galur 18
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Gambar Lampiran 28. Kurva pertumbuhan Galur 07

Nioi Rapat Optis (620 nm)
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