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Abstrak

Unsur hara N merupakan hara makro yang mendukung pertumbuhan tanaman. Rhizobium
adalah salah satu mikrob tanah yang berperan dalam memfiksasi N> atmosfer sehingga N
tersedia bagi tanaman. Tujuan penelitian yaitu mengkaji kelimpahan Rhizobium dari rhizosfer
kacang tanah serta aplikasinya sebagai pupuk hayati sehingga dapat mendukung pertumbuhan
tanaman. Sampel tanah yang digunakan darid rhizosfer kacang tanah dengan menggunakan
bintil akar. Tahapan penelitian meliputi isolasi Rhizobium, karakterisasi (morfologis dan
fisiologis) dan perbanyakan Rhizobium serta inokulasi Rhizobium pada tanaman kedelai. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa isolasi bakteri Rhizobium berhasil dengan ditunjukan dengan
informasi karakter morfologi dan pengujian fisiologis. Rhizobium yang berhasil diisolasi
bersifat aerob dan non-motil serta termasuk dalam bakteri gram negatif. Aplikasi Rhizobium
meningkatkan pertumbuhan akar tanaman.
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Pendahuluan

Kelompok mikrob tanah yang salah satunya banyak mendapatkan perhatian adalah
Rhizobium. Rhizobium sangat erat kaitannya dalam membantu kebutuhan manusia pada bidang
pertanian. Rhizobium secara umum termasuk bakteri heterotrof yaitu sumber energinya berasal
dari oksidasi senyawa-senyawa organik seperti sukrosa dan glukosa (Vargas et al., 2023).
Mikrob tersebut merupakan mikrob simbion dapat bersimbiosis dengan tanaman kacang-
kacangan (legume) dengan membentuk nodul dan memiliki peranan yang sangat penting.

Simbiosis antara rhizobium dan tanaman kacang-kacangan (legume) merupakan salah satu

e-ISSN: 2615-7721 Vol §, No. 1 (2024) 52
p-ISSN: 2620-8512



bentuk simbiosis multualisme. Rhizobium dapat memfiksasi N> dari atmosfer apabila
berasosiasi dengan akar tanaman legume dengan membentuk nodul (Almeida et al., 2023; Li
et al., 2022). Kemampuan dalam menambat N> dari atmosfer sehingga dapat menyediakan N
yang tidak tersedia menjadi tersedia untuk tamanan inangnya (legume) (Mpongwana et al.,
2024; Imran et al., 2024).

Oleh karena hal tersebut saat ini Rhizobium telah dimanfaatkan dalam budidaya
pertanian untuk meningkatkan ketersediaan N bagi tanaman sehingga mengurangi penggunaan
pupuk anorganik (Xu et al., 2023). Beberapa penelitian tentang peran Rhizobium sebagai pupuk
hayati telah dilakukan. Hasil penelitian Purwani & Sucahyono (2020), inokulan Rhizobium
yang didapatkan dari hasil isolasi rhizosfer kedelai dan putri memiliki potensi sebagai pupuk
hayati. Aplikasi Rhizobium dapat menggunakan bahan pembawa berupa biochar dan gambut
(Purwani & Sucahyono, 2020). Selain itu, pemanfaatan Rhizobium yang dikombinasikan
dengan pupuk organik mampu meningkatkan pertumbuhan kedelai (Fransiska et al., 2023),
sedangkan aplikasi Rhizobium mempengaruhi pembentukan polong ada kacang tanah
(Inokulasi et al., 2022). Oleh karena itu, diperlukan suatu penelitian yang mengkaji kelimpahan
Rhizobium dari rhizosfer kacang tanah serta aplikasinya sebagai pupuk hayati sehingga dapat
mendukung pertumbuhan akar tanaman serta mengurangi penggunaan pupuk anorganik.
Metodologi

Pengambilan sampel tanah dilakukan pada rhizosfer kacang tanah dengan cara
komposit. Isolasi Rhizobium dengan cara menggunakan bintil akar kacang tanah sebanyak 1 g
diambil dan dicuci dengan aquades steril. Bintil kembali dicuci melalui perendaman dengan
alkohol 70% selama 5 menit. Bintil dihancurkan menggunakan mortar (secara aseptis)
kemudian dimasukkan pada garam fisiologis. Larutan tersebut didiamkan hingga bintil akar
yang telah dihancurkan mengendap. Larutan suspensi diambil sebanyak 1 ml untuk dilakukan
serial dilution, yakni dengan mengencerkan 1 ml suspensi ke dalam 9 ml larutan garam
fisiologis kemudian divortex agar homogen. Seri pengenceran dibuat sampai tingkat 107
Larutan suspensi dari pengenceran 10-10 sebanyak 0.1 ml diinokulasikan pada medium
YEMA (ulangan dibuat sebanyak dua kali). Populasi mikrob yang akan didapatkan dengan
inokulasi seri pengenceran tersebut adalah 10°-107cfu/ml. Medium yang telah diinokulasi
kemudian diinkubasi selama 2-3 hari pada 34-37°C.

Identifikasi dan karakterisasi morfologi Rhizobium dilakukan dengan mengamati

koloni-koloni yang muncul pada medium YEMA pada cawan petri, yakni dengan mengamati
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ukuran, warna, bentuk, tepian, elevasi, serta permukaan koloni. Setelah itu, dilakukan
perbandingan dengan ciri-ciri morfologis Rhizobium berdasarkan literatur yang ada.

Uji gram dilakukan dengan metode Vincent (1970) dengan menggunakan crystal violet,
iodin, alkohol 95%, dan safaranin. Setelah dilakukan pewarnaan gram kemudian diamati di
bawah mikroskop. Masing-masing isolat kemudian diidentifikasi apakah termasuk Gram
negatif (warna koloni ungu) ataukah Gram positif (warna koloni merah).

Uji motilitas dilakukan dengan menggoreskan secara vertikal pada medium semisolid.
Masing-masing isolat digoreskan secara vertikal pada medium semisolid (metode tusukan)
kemudian diinkubasi selama 1-2 hari pada suhu ruang. Motilitas bakteri ditunjukkan dengan
adanya pertumbuhan yang menyebar (tidak hanya pada bekas/alur tusukan). Bakteri non motil
hanya akan tumbuh di sepanjang alur tusukan.

Uji kebutuhan oksigen dilakukan dengan mengencerkan terlebih dahulu satu ose isolat
ke dalam 9 ml larutan garam fisiologis, kemudian 1 ml suspensi dari masing-masing isolat
diinokulasikan secara aseptis pada medium yang sesuai (YEM cair untuk Rhizobium dan NB
untuk isolat penghasil antibiotik). Masing-masing perlakuan dibuat duplo dan diinkubasi
selama 1-2 hari pada suhu ruang. Kebutuhan oksigen pada masing-masing isolat ditandai oleh
tipe pertumbuhan bakteri yaitu dekat permukaan medium (aerob), di dasar tabung (anaerob);
mikroaerofilik, atau lainnya.

Inokulasi Rhizobium pada tanaman kedelai dilakukan dengan menumbuhkan
Rhizobium pada media YEMA dan diinkubasi selama 24 jam. Larutan YEMA dituangkan pada
cawan petri yang telah ditumbuhi oleh bakteri Rhizobium, kemudian dibantu dengan
menggunakan ose untuk melepas bakteri dari media. Larutan tersebut kemudian dimasukkan
ke dalam larutan YEMA sebanyak 250 ml, kemudian dishaker selama 5 hari. Setelah dishaker
selama 5 hari, kerapatan bakteri dihitung dengan menggunakan metode fotal plate count (TPC).
Bakteri Rhizobium sebanyak 5 ml kemudian disuntikan ke dalam pupuk kompos sebanyak 50
g. Kompos tersebut kemudian diberikan ke tanaman kedelai yang berumur 14 HST. Tanaman
kedelai dipanen setelah 4 minggu dan dilakukan pengamatan panjang akar.

Hasil dan Pembahasan

Rhizobium bersimbiosis dengan tanaman legum, sehingga untuk mendapatkan isolat
bakteri tersebut maka diisolasi dari bintil akar tanaman-tanaman Leguminosae (Chaurasia et
al., 2024). Bintil akar yang dapat dipilih adalah bintil dengan ukuran besar (ukuran bintil

menggambarkan jumlah populasi Rhizobium) dan adanya warna merah ketika bintil dibelah.
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Warna merah ini merupakan leghaemoglobin, pigmen yang dijumpai dalam bintil akar (antara
bakteroid dan selubung membran yang mengelilinginya) (Singh et al., 2019).

Hasil isolasi yang dilakukan terhadap bintil akar tanaman kacang tanah, berhasil
diperoleh tiga isolat Rhizobium. Ketiga isolat tersebut adalah Rhil, Rhi2, dan Rhi3. Ketiga
isolat kemudian di-streak ulang untuk mendapatkan isolat tunggal/murni (Gambar 1).
Rhizobium karena memiliki ciri-ciri morfologis Rhizobium, di antaranya berwarna putih susu,

berbentuk bulat, dan memiliki permukaan koloni yang agak mengkilat (Gauri ef al. 2011).

(a) (b) (©)

Gambar 1. Hasil streak ulang isolat (a) Rhil, (b) Rhi2, (c) Rhi3

Pengecatan
Gram

Negatif

(a) (b) (c)
Gambar 2. Hasil pewarnaan gram (a) Rhil, (b) Rhi2, (¢) Rhi3

Negatif

Selain jumlah koloni, pengamatan terhadap karakteristik morfologis juga dilakukan.
Berdasarkan hasil pengecatan gram menunjukkan bahwa ketiga isolat merupakan bakteri

kelompok Rhizobia. Hal ini semakin dikuatkan dengan hasil pengecatan Gram yang
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menunjukkan bahwa ketiganya adalah bakteri Gram negatif (Gambar 2). Bakteri Gram negatif
merupakan kelompok bakteri yang memiliki membran luar terdiri dari lipid, protein, dan
lipopolisakarida, sedangkan sementara peptidoglikannya berada di antara membran dalam dan
membran luar sel. Hal ini berbeda dengan kelompok bakteri Gram positif yang memiliki
dinding sel berupa lapisan peptidoglikan tebal. Oleh karena itu, bakteri Gram negatif tidak
dapat mengikat/mempertahankan warna crystal violet (cat pertama dalam pengecatan Gram)
sehingga akan nampak berwarna merah di bawah mikroskop. Hal ini karena lapisan luar sel
mengikat dengan erat warna penutup dalam Gram staining, yakni safranin yang berwarna
merah (Enowashu et al., 2012; Bakteri et al., 2022).

Karakterisasi Rhizobium juga dilakukan secara fisiologis. Hasil pengujian terhadap sifat-
sifat fisiologis isolat Rhizobium Rhil, Rhi2, dan Rhi3 sebagaimana disajikan dalam Tabel 1.
Isolat Rhil, Rhi2, dan Rhi3 menunjukkan karakterisitik sebagai kelompok bakteri Rhizobium.
Berdasarkan Tabel 1 diketahui bahwa Rhizobium bersifat aerob yang memerlukan oksigen
selama respirasi selulernya. Rhizobium juga non-motil yang artinya tidak memiliki alat gerak
untuk mobilitasnya. Hal ini sebagaimana hasil penelitian Gauri ef al. (2011) bahwa ciri-ciri
kelompok Rhizobium di antaranya memiliki kemampuan dalam melakukan fermentasi gula
(misal glukosa dan sukrosa), katalase dan oksidase positif, bersifat aecrob (membutuhkan

oksigen dalam pertumbuhnnya), dan non-motil.

Tabel 1. Karakteristik fisiologis Rhizobium

Isolat Kebutuhan O Motilitas
Rhil Aerob Non-motil
Rhi2 Aerob Non-motil
Rhi3 Aerob Non-motil

Berdasarkan hasil isolasi Rhizobium dari sampel bintil akar kacang tanah, telah diperoleh
3 isolat Rhizobium dengan sifat morfologis dan fisiologis yang telah diketahui. Ketiga kontrol
tersebut (Rhil, Rhi2, dan Rhi3) cukup potensial untuk dikembangkan lebih lanjut sebagai
pupuk hayati. Isolat diaplikasikan pada tanaman kedelai dengan bahan pembawa kompos. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa aplikasi Rhizobium mempengaruhi pertumbuhan akar tanaman
(Gambar 3). Tanaman kedelai yang diaplikasikan Rhizobium cenderung memiliki akar yang
lebih panjang dibandingkan dengan kontrol. Aplikasi Rhizobium akan membantu dalam
ketersediaan unsur N. Unsur tersebut merangsang pembelahan sel pada meristem apikal,

sehingga menyebabkan akar bertambah panjang (Sun et al., 2021; Severo et al., 2020).
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Gambar 3. Pengaruh aplikasi Rhizobium terhadap panjang akar tanaman

Kesimpulan dan Saran

Isolasi bakteri Rhizobium berhasil dengan ditunjukan dengan informasi karakter
morfologi dan pengujian fisiologis. Rhizobium yang berhasil diisolasi bersifat aerob dan non-
motil serta termasuk dalam bakteri gram negatif. Aplikasi Rhizobium meningkatkan
pertumbuhan akar tanaman kedelai. Perlu adanya penelitian lebih lanjut terkait pembuatan
produk pupuk hayati berdasarkan standar nasional Indonesia (SNI) pupuk hayati.
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