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PEMBINTILAN DAN PENAMBATAN NITROGEN  
PADA TANAMAN KACANG TANAH 

Suryantini 
Balai Penelitian Tanaman Aneka Kacang dan Umbi 

PENDAHULUAN 
Kacang tanah sebagai anggota family Leguminosae memiliki kemampuan membentuk 

bintil akar dan menambat nitrogen udara melalui hubungan simbiosis dengan bakteri 
rhizobium. Tanaman kacang tanah berfungsi sebagai inang, menyediakan tempat bagi 
rhizobium dalam bintil akar, dan energi untuk menambat nitrogen. Sebaliknya tanaman 
menerima nitrogen yang ditambat dari bintil untuk nutrien dan bahan baku protein. 

Nitrogen merupakan salah satu unsur pokok dalam produksi tanaman pangan khusus-
nya kacang-kacangan, dengan penambatan nitrogen secara simbiotik, didapatkan sumber 
yang murah dan dapat membantu mengurangi biaya produksi terutama pada tanah yang 
tidak subur. Kacang tanah memiliki kapasitas penambatan nitrogen yang tinggi. Menurut 
Boogerd dan van Rossum (2006) jumlah nitrogen yang diakumulasi oleh kacang tanah 
lebih tinggi dibanding kacang-kacangan tropis lainnya. Giller (2001) melaporkan bahwa 
potensi penambatan nitrogen pada kacang tanah sekitar 21–206 kg N/ha/tahun, tergan-
tung pada varietas, efisiensi rhizobium, kondisi tanah dan iklim. Penambatan nitrogen 
pada kacang-kacangan tergantung pada pembentukan bintil oleh rhizobium. Tanpa ada-
nya massa bintil yang berisi strain rhizobium yang efektif menambat nitrogen, maka 
penambatan nitrogen tidak akan terjadi. 

RHIZOBIUM 
Rhizobium adalah salah satu bakteri yang sangat bermanfaat bagi pertanian. Beberapa 

rhizobium bersifat spesifik, yaitu hanya membentuk bintil pada kacang-kacangan tertentu, 
sementara yang lain mungkin membentuk bintil pada beberapa kacang-kacangan. Kacang 
tanah termasuk dalam kelompok tanaman “Cowpea cross inoculation”, yaitu kelompok 
yang anggotanya terdiri dari beberapa spesies tanaman leguminosa, di mana strain rhizo-
bium yang menjadi pasangan simbiosis dari salah satu tanaman dapat menginfeksi 
tanaman lainnya dalam kelompok tersebut. Keistimewaan tersebut menyebabkan pembin-
tilan secara alami pada tanaman kacang tanah seringkali terjadi. Meskipun demikian, di-
perlukan suatu spesifikasi yang kuat antara satu varietas kacang tanah dengan strain 
rhizobium tertentu yang mengarah kepada penambatan nitrogen yang lebih efektif. Oleh 
karena itu, pengujian yang teliti perlu dilakukan apabila mengintroduksikan varietas 
kacang tanah yang baru di suatu daerah. 

PROSES INFEKSI DAN PEMBENTUKAN BINTIL 
Sebelum terjadi infeksi atau masuknya sel rhizobium ke dalam akar tanaman, terjadi 

komunikasi molekular antara mikrosimbion (rhizobium) dan makrosimbion (tanaman 
kacang-kacangan) yang merupakan suatu keharusan untuk saling mengenali calon mitra 
simbiosis yang kompatibel. Kekhususan dalam identifikasi tersebut nampaknya wajib 
untuk menghindari mikroorganisme yang tidak menguntungkan atau parasit memasuki 
tanaman kacang-kacangan. Sinyal molekuler yang terlibat dalam komunikasi legume-
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rhizobial tersebut ada dua macam, yaitu sinyal yang berasal dari tanaman dan sinyal yang 
berasal dari bakteri. Sinyal dari tanaman meliputi flavonoid (Göttfert 1993; van Rhijn dan 
Vanderleyden 1995) dan glikoprotein (lektin) (Kijne 1992). Sedangkan sinyal dari bakteri 
meliputi lipochitin oligosakarida (LCOS) (Spaink 1994; Downie 1994; van Rhijn dan 
Vanderleyden 1995), juga disebut faktor Nod, serta poli-dan oligosakarida (Kijne, 1992; 
Kannenberg dan Brewin 1994). 

Kacang-kacangan menghasilkan senyawa aromatik yang mampu menginduksi struktur 
gen-Nod rhizobia melalui regulator NodD protein (van Rhijn dan Vanderleyden 1995; 
Göttfert 1993). Sebagian besar zat ini secara kolektif dikenal antara lain sebagai flavonoid; 
mereka termasuk isoflavon, chalcones, flavonol, flavon, dan antosianidin. Demikian pula 
coumarines dan betain memiliki aktivitas yang dapat menginduksi gen-Nod. Selain induksi 
gen-Nod, flavonoid juga memiliki peran ganda dalam beberapa tahapan perkembangan 
bintil (Miller et al. 1994) dan tanaman (Koes et al. 1994). 

Sebagian besar strain Bradyrhizobium yang membentuk bintil pada kacang tanah 
mampu menggunakan produk degradasi flavonoid sebagai sumber karbon tunggal dan 
energi bebas. Setelah diinduksi dengan flavonoid oleh tanaman, bakteri mengkatalisis lipo-
chitin-oligosakarida (faktor Nod). Pada gilirannya, faktor Nod menimbulkan berbagai 
respons pada akar, termasuk depolarisasi membran sel rambut akar, deformasi akar 
rambut, mengeritingnya rambut akar, pembentukan benang pra-infeksi, awal transkripsi 
gen nodulin, meningkatnya biosintesis flavonoid, pembelahan sel kortikal akar, dan 
kadang-kadang bahkan pembentukan bintil (van Rhijn dan Vanderleyden 1995; Spaink 
1995). 

Infeksi 
Ada dua cara infeksi rhizobium untuk membentuk bintil pada akar kacang-kacangan 

(Uheda et al. 2001) yaitu infeksi melalui rambut akar (root hair entry) dan melalui celah 
(crack entry). Infeksi melalui rambut akar terjadi pada sebagian besar kacang-kacangan, 
termasuk kedelai, sedangkan infeksi melalui celah hanya terjadi pada beberapa kacang-
kacangan termasuk kacang tanah. Perbedaan cara infeksi melalui rambut akar dan infeksi 
melalui celah ditunjukkan secara skematik pada Gambar 1. 

Proses infeksi rhizobium pada tanaman leguminosa umumnya terjadi dalam empat 
tahap pra infeksi, yaitu kolonisasi rhizobia di daerah rizosfer, penempelan di permukaan 
akar, penyabangan rambut akar dan pembengkokan rambut akar. Pada tanaman kacang 
tanah infeksinya berbeda karena rambut-rambut akar yang normal tidak dijumpai. Akan 
tetapi bentuk menyerupai jumbai sering ditemukan pada bagian sambungan axil akar. 
Pada axil akar tersebut akan terbentuk akar lateral, dan pada akar lateral terjadi bintil. 
Bakteri rhizobium masuk ke dalam akar melalui pangkal akar lateral, karena pada tempat 
munculnya akar lateral tersebut terjadi patahan di epidermis dan korteks sehingga mem-
bentuk celah yang dapat dimasuki oleh bakteri rhizobium. Oleh karena itu bintil akar pada 
kacang tanah hanya berkembang pada tempat munculnya akar lateral (Uheda et al. 2001; 
Tajima et al. 2008). Selama proses ini berlangsung tidak terjadi benang infeksi yang 
dibentuk oleh rambut akar, sehingga rambut akar dianggap tidak berperan dalam proses 
infeksi pada kacang tanah.  
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Gambar 1. Tahapan dari dua cara infeksi rhizobium: melalui rambut akar/penyebaran  

benang infeksi, dan infeksi melalui celah/penyebaran interseluler. 

Sebelah kiri (L): infeksi melalui rambut akar (misalnya, kedelai); sebelah kanan (R): infeksi melalui celah: (kacang 
tanah). (A) Sistem akar primer dan lateral (L dan R). (B) Rambut akar yang normal (L) dan rambut akar axiler 
(R). (C) Infeksi lewat rambut akar (L) dan infeksi lewat celah (R) (D) Penyebaran benang infeksi (L) dan penye-
baran interseluler (R). (E) Bagian yang terinfeksi, dengan sedikit sebaran sel-sel yang tidak terinfeksi (L) dan 
dengan serangkaian sel-sel yang tidak terinfeksi (R) (Boogerd dan van Rossum 1997). 

Perkembangan dan Struktur Bintil Akar 
Bakteri rhizobium setelah masuk ke dalam akar menempati ruang di antara dinding 

rambut akar dan sambungan epidermal dengan sel-sel korteks. Sel-sel yang berbatasan 
memisah di lamela tengah, dan menghasilkan ruang yang terisi oleh bakteri, membentuk 
zone infeksi interseluler. Bakteri kemudian masuk ke lapisan sel yang lebih dalam, dan di 
tempat tersebut infeksi intraseluler terjadi. Bakteri yang memasuki sel diselubungi oleh 
membran. Setelah infeksi intraseluler terjadi, bakteri secara cepat memperbanyak diri. Per-
kembangan bintil terjadi melalui pembelahan berulang-ulang dari sel-sel tanaman inang 
yang terinfeksi. Masing-masing anak sel inang mengandung beberapa rhizobia. Pada saat 
sel inang berhenti membelah, bakteri berubah menjadi bentuk bakteroid, perubahan ini 
disertai dengan perubahan metabolik (Nambiar 1988; Tajima et al. 2008). 
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Bintil akar kacang-kacangan terdiri dari dua jenis, yaitu determinat dan indeterminat, 
berdasarkan pada periode pertumbuhan bintil. Bintil determinat berbentuk bulat, sedang-
kan bintil indeterminat memiliki sumbu dan memanjang dengan meristem pada bagian 
apikal dari bintil (Puppo et al. 2005). Bintil akar kacang tanah termasuk tipe determinat 
(Stalker 1997). Lapisan yang tidak terinfeksi mengatur difusi oksigen ke bagian dalam 
bintil, yang merupakan fitur sangat penting untuk penambatan nitrogen (Serraj et al. 
1999). Struktur tipis dan sederhana dari zona perifer dari bagian yang tidak terinfeksi 
dalam bintil kacang tanah meningkatkan kemungkinan difusi oksigen akan mudah terpe-
ngaruh oleh tekanan lingkungan, sehingga mengurangi kemampuan penambatan nitrogen 
(Tajima et al. 2008). Namun Sinclair dan Serraj (1995) dari hasil penelitiannya pada 
beberapa tanaman kacang-kacangan menyimpulkan bahwa tekanan penambatan nitrogen 
akibat cekaman kekeringan pada kacang tanah lebih rendah dibanding pada kedelai. 
Meskipun kedelai memiliki tiga zona perifer, namun bintil kacang tanah dengan zona 
perifer tipis dan sederhana, diduga memiliki mekanisme tertentu untuk melindungi penam-
batan nitrogen, bahkan di bawah tekanan eksternal. 

Perubahan biokimia dalam bakteroid menghasilkan sistem enzim yang diperlukan 
untuk penambatan nitrogen. Pada saat ini leghemoglobin dibentuk untuk melindungi 
enzim nitrogenase yang labil terhadap O2, dan pada waktu yang sama menyediakan O2 

untuk aktivitas respirasi bakteroid. Leghemoglobin bukan bagian dari enzim nitrogenase 
melainkan pengendali oksigen yang diperlukan untuk mengaktifkan enzim tersebut. Per-
kembangan bintil mulai terlihat pada umur 10–14 hari setelah tanam pada kondisi rumah 
kaca dan media bebas N, pada kondisi lapang biasanya terlihat pada umur 21–28 hari 
setelah tanam. Perkembangan bintil yang maksimum ditentukan oleh bobot dan volume-
nya, dan umumnya terjadi pada akhir fase pembungaan (Nambiar 1988; Uheda et al. 
2001).  

Macam dan Distribusi Bintil Akar 
Bintil bervariasi dalam bentuk, warna, ukuran, tekstur dan lokasi. Bentuk dan lokasi 

bintil ditentukan oleh tanaman inangnya. Menurut Tajima et al. (2006) dalam sistem 
perakaran pada fase berbunga hingga pengisian polong, perkembangan bintil akar kacang 
tanah terbatas pada akar lateral, namun terkadang, bintil juga terjadi pada akar tunggang, 
atau pada akar lateral kedua. Pada kacang tanah bintil akarnya berbentuk bulat seperti 
bola, bintil yang efektif berukuran besar dan terletak di perakaran tanaman bagian atas. 
Sebaliknya, bintil yang tidak efektif ukurannya kecil, dalam jumlah banyak dan tersebar di 
seluruh perakaran tanaman inangnya. Sistem perakaran dan sebaran bintil akar pada 
kacang tanah disajikan pada Gambar 2. 

Pada tanaman kacang tanah tipe Virginia bintil akarnya banyak terdapat di bagian 
hipokotil, sebaliknya pada tipe Spanish dan Valencia hanya membentuk sedikit bintil pada 
hipokotil. Pembintilan hipokotil dilaporkan memberikan sumbangan besar bagi penam-
batan nitrogen. Penelitian yang dilakukan pada kultivar Virginia Kadiri 71–1 pada umur 70 
hari setelah tanam menunjukkan bahwa 50% aktivitas nitrogenase berasal dari bintil yang 
terdapat pada hipokotil (Nambiar 1988). 

Hubungan simbiosis yang efektif dapat diketahui dengan membelah bintil pada periode 
awal pembungaan, dan diamati warnanya. Bintil yang efektif berukuran besar dan mem-
punyai warna merah cerah di bagian dalam. Pigmen merah adalah leghemoglobin yang 
menunjukkan penambatan nitrogen secara aktif. 
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Gambar 2. Akar tunggang kacang tanah. 

(A) Sistem akar tunggang kacang tanah yang tumbuh di lapang pada fase pengisian polong (B) Akar tunggang 
pada fase berbunga (C) Kecambah kacang tanah (5 HST). PR: akar utama (primary root); 1stb: akar lateral 
pertama yang terbentuk pada bagian basal akar utama; 1std, akar lateral pertama yang terbentuk pada bagian 
distal akar utama; 2nd, akar lateral kedua; tanda panah: bintil akar. Bar skala: (A, B) = 50 mm; (C) = 10 mm. 
(Sumber: Tajima et al. 2008). 

PENAMBATAN NITROGEN 

Reaksi Penambatan Nitrogen 
Reaksi penambatan nitrogen udara terjadi pada bakteroid melalui sistem enzim yang 

disebut nitrogenase. Produk utama penambatan nitrogen adalah NH4+. Enzim nitrogenase 
terdiri dari dua jenis protein, yaitu protein molibdenum-besi-belerang (Mo-Fe-S) dan 
protein besi (Fe). Masing-masing protein tidak aktif apabila berdiri sendiri. Protein molib-
denum-besi-belerang (protein Mo-Fe-S) mengandung 1–2 atom molibdenum, 18–24 atom 
besi dan atom belerang yang labil terhadap asam, jumlahnya sama dengan atom besi.  

Aktivitas penambatan nitrogen dalam bintil akar dipengaruhi oleh difusi oksigen ke 
bagian dalam bintil dan oleh partisi fotosintat dari tanaman untuk bintil melalui akar. 
Enzim nitrogenase memerlukan ATP dan reduktan bertegangan rendah. Fotosintat dari 
daun disalurkan ke akar dan setelah berada di dalam bintil akar, fotosintat tersebut dioksi-
dasi oleh bakteri untuk menyediakan energi dan reduktan yang diperlukan. Dalam proses 
penambatan N2 udara, Feredoksin tereduksi berperan sebagai donor elektron, dan diper-
lukan enam elektron untuk mereduksi satu molekul N2 menjadi 2NH3. Reaksi penambatan N2 

adalah sebagai berikut: 
N2 + 6H+ + 6e~ + 12ATP + 12H20 > 2NH3 + 12ADP + 12Pa 

Biosintesis sistem nitrogenase dikendalikan oleh represi genetika. Sintesis enzim terse-
but menjadi tertekan apabila banyak terdapat NH3, jadi penambatan nitrogen hanya 
terjadi apabila produk penambatan tersebut diperlukan. Amonium yang dihasilkan oleh 
enzim nitrogenase di dalam bakteroid selanjutnya diasimilasi dengan segera oleh enzim-
enzim tanaman inangnya.  

Pola Aktivitas Penambatan Nitrogen 
Aktivitas penambatan nitrogen pada tanaman leguminosa pada umumnya membentuk 

pola tertentu yang konsisten dengan fase pertumbuhan tanaman. Pada kacang tanah 
aktifitas penambatan nitrogen mulai pada umur tanaman sekitar 25–30 hari dan mencapai 
maksimum pada saat mendekati fase akhir pertumbuhan tanaman, selanjutnya menurun. 
Jenis tanaman leguminosa yang sama menunjukkan pola yang sama, meskipun berada 
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pada kondisi lingkungan yang berbeda. Sebaliknya, awal perkembangan bintil bervariasi 
menurut lokasi, tetapi waktu pembintilan mencapai maksimum tetap konsisten dengan 
fase pertumbuhan tanaman (Nambiar 1988). 

Pada tanaman kacang tanah, kandungan leghemoglobin dalam bintil mencapai mak-
simum pada fase pengisian polong, kemudian menurun namun masih cukup tinggi hingga 
tanaman dipanen. Demikian pula dengan bobot kering akar dan daun meningkat hingga 
mendekati akhir pertumbuhan tanaman, sedangkan kandungan nitrogen daun mencapai 
maksimum pada dua bulan pertama setelah tanam, selanjutnya menurun. 

FAKTOR-FAKTOR YANG MEMPENGARUHI  
PEMBINTILAN DAN PENAMBATAN N2 

Keberhasilan penggunaan rhizobium dalam meningkatkan pertumbuhan dan produksi 
kacang tanah antara lain ditentukan oleh mikrosimbion (rhizobium), makrosimbion (tana-
man leguminosa), dan lingkungan. Kecocokan antara makro dan mikro simbion sehingga 
menjadi hubungan yang efektif atau tidak, sangat ditentukan oleh faktor lingkungan. Fase 
paling kritis yang menentukan berhasil tidaknya strain yang diinokulasikan adalah pada 
periode antara waktu tanam dan waktu munculnya akar dari benih. Kondisi lingkungan 
pada periode tersebut mempengaruhi pertumbuhan, kolonisasi rhizosfer, infeksi, dan keta-
hanan hidup rhizobium setelah infeksi. Faktor lingkungan mempengaruhi semua aspek 
pembintilan dan penambatan nitrogen, dalam beberapa kasus mengurangi kelangsungan 
hidup rhizobium dan keragamannya di dalam tanah; mempengaruhi pembintilan atau 
penambatan nitrogen dan bahkan pertumbuhan tanaman inang. Faktor lingkungan yang 
paling dominan dalam menentukan efektivitas simbiosis rhizobium dengan leguminosa 
adalah faktor fisik, kimia, dan biologi. 

Faktor Fisik 
Faktor fisik yang sangat mempengaruhi pembintilan dan penambatan nitrogen antara 

lain kelembaban, suhu, dan cahaya. Kelembaban yang terlalu tinggi maupun terlalu 
rendah dapat merugikan simbiosis antara tanaman leguminosa dengan bakteri rhizobium. 
Daya hidup rhizobium menurun secara cepat pada kondisi kekeringan, dan ini diperberat 
oleh siklus pembasahan dan pengeringan. 

Kekeringan 
Kekeringan dapat menyebabkan kegagalan infeksi sehingga tidak terjadi pembintilan. 

Kekeringan sangat menekan penambatan nitrogen disebabkan oleh hilangnya kelembaban 
dari bintil dan terhambatnya fotosintesis. Kulkarni et al (1988) melaporkan kekurangan air 
pada kacang tanah menurunkan luas daun dan produksi bahan kering, sehingga penye-
diaan karbon untuk pertumbuhan dan perkembangan bintil menjadi terbatas. Kurangnya 
kelembaban tanah sering kali berhubungan dengan tingginya suhu tanah. Kekeringan 
menurunkan jumlah rhizobium dalam tanah, menghambat pembintilan dan penambatan 
nitrogen. Kekeringan berkepanjangan akan mendorong kerusakan bintil. Perakaran yang 
dalam dapat menambang kelembaban pada lapisan tanah yang lebih dalam dan mem-
bantu kelangsungan penambatan nitrogen pada kondisi tanah yang kering. Infeksi miko-
riza dilaporkan mampu meningkatkan toleransi tanaman terhadap kekeringan. Mikoriza 
merupakan asosiasi simbiotik antara jamur dengan akar tanaman. 
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Temperatur 
Temperatur tanah yang tinggi sangat mempengaruhi infeksi bakteri dan penambatan 

nitrogen pada beberapa spesies kacang-kacangan, termasuk kacang tanah (Michiels et al. 
1994). Suhu kritis bagi penambatan nitrogen untuk kacang tanah berkisar antara 35–40 
°C. Suhu maksimum ketahanan hidup untuk Bradyrhizobium japonicum dilaporkan 
berkisar antara 33,7–48,7 °C (Kulkami et al. 2000). Dalam studi sebelumnya dengan 
kacang tanah, beberapa strain Bradyrhizobium dihambat oleh suhu akar yang tinggi 
sehingga pembintilan serta fungsi bintil berkurang (Brockwell et al. 1995). Juga dilaporkan 
bahwa simbiosis kacang tanah-Brayrhizobium benar-benar dihambat oleh suhu akar 40 °C 
karena kegagalan pembintilan dan ketidakmampuan bintil berfungsi (Kishinevsky et al. 
1992). Suhu akar 37 °C yang berkelanjutan menurunkan fungsi bintil, penambatan nitro-
gen dan pertumbuhan tanaman. Suhu pada saat tanam sering melebihi 33 °C, sehingga 
efek merugikan dapat dilihat tidak hanya pada kelangsungan hidup rhizobium yang 
diinokulasikan, tetapi juga pada proses pembintilan. Menurut Homchan (1989), suhu 
tinggi pada keadaan tanah yang lembab menyebabkan kematian bakteri lebih cepat 
daripada suhu tinggi pada keadaan tanah yang kering. Inokulan basah lebih peka ter-
hadap suhu tinggi daripada inokulan kering. 

Cahaya 
Intensitas cahaya mempengaruhi pembintilan dan penambatan nitrogen. Efek ini dapat 

dilihat pada tanaman leguminosa yang tumbuh di bawah naungan, dan yang ditanam 
pada kepadatan populasi yang tinggi. Naungan mengurangi penambatan nitrogen, seba-
liknya penambahan cahaya meningkatkannya. Tanaman kacang-kacangan yang tumbuh 
di bawah naungan, misalnya pada tumpangsari dengan ubi kayu atau jagung akan menu-
run aktivitasnya dalam penambatan nitrogen. Berkaitan dengan kebutuhan cahaya maka 
panjang hari juga mempengaruhi pembintilan, pembentukan bintil lebih banyak dan lebih 
besar terjadi pada hari panjang daripada hari pendek. Hal ini menunjukkan adanya efek 
langsung fotosintesis pada simbiosis.  

Faktor Kimia 
Selama proses pembintilan ada dua kondisi yang berkaitan dengan penyediaan unsur 

hara untuk rhizobium. Kondisi pertama, terjadi selama fase infeksi ketika rhizobium terletak 
di luar sel tanaman. Pada fase ini bakteri secara aktif tumbuh dan membelah diri, dan 
sepenuhnya tergantung pada ketersediaan unsur hara di luar sel tanaman. Kekurangan 
hara esensial pada fase ini dapat membatasi terbentuknya bintil akar. Kekurangan Ca 
pada fase ini dilaporkan menghambat pembintilan terutama pada tanah masam. Kondisi 
kedua terjadi setelah rhizobium masuk ke dalam sel-sel korteks. Di dalam sel tanaman ini 
rhizobium tergantung sepenuhnya pada penyediaan hara dari tanaman inang. Berfung-
sinya bintil memerlukan unsur hara esensial meliputi P, S, Fe, Mo, dan Co. Bintil yang 
efektif mengandung unsur-unsur tersebut dalam kadar yang tinggi (O’Hara 2001). 

pH Tanah 
Kemasaman tanah dan kaitannya dengan permasalahan kahat Ca, keracunan Al dan 

Mn menimbulkan pengaruh merugikan terhadap pembintilan dan penambatan nitrogen. 
Bintil yang dibentuk oleh rhizobium mungkin tidak menambat nitrogen atau laju penam-
batannya tidak memadai (Weisany et al. 2013). Kisaran pH optimal untuk rhizobium 
adalah sedikit di bawah netral hingga agak alkali. Pada pH tanah 5,0 beberapa strain 
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rhizobium masih dapat hidup, sedangkan pada pH 4,4 kebanyakan strain rhizobium tidak 
berkembang dalam tanah dan proses infeksi juga terhambat. Beberapa rhizobium sensitif 
terhadap pH yang rendah dan tidak dapat menginfeksi rambut akar pada tanah yang 
masam (Wolff et al. 1993). Komposisi dan struktur sel juga dapat menjadi faktor yang me-
nyebabkan toleran dan tidaknya rhizobium terhadap pH rendah (Zahran 1999). Kega-
galan untuk pembintilan pada tanah masam, sebagian karena menurunnya jumlah 
rhizobia, atau sebab yang lain karena pH masam mempengaruhi pelekatan rhizobium 
pada akar. 

Umumnya pH tanah selain berpengaruh langsung pada rhizobium, berkaitan pula 
dengan masalah ketersediaan hara tertentu yang mempengaruhi kehidupan rhizobium, 
infeksi rhizobium pada akar, persyaratan pH bagi tanaman, dan ketahanan hidup bakteri 
rhizobium. Spesies tanaman bervariasi dalam toleransi terhadap Al dan Mn, tetapi umum-
nya lebih peka dibanding rhizobium. Beberapa rhizobium toleran pada 100 M Al dan 300 
M Mn, sementara pertumbuhan akar tanaman mulai terhambat. Balitkabi Malang melalui 
serangkaian kajian telah berhasil mengkoleksi isolat-isolat toleran masam, pH 4 dan kadar 
Fe 300 ppm (Gambar 3). Dari hasil kajian tersebut diperoleh 74 (58,73%) isolat ILeTRInut 
toleran pada kondisi masam berkadar Fe tinggi, sedangkan sisanya (47,27%) tidak toleran. 
Fenomena ini menunjukkan bahwa toleransi masing-masing isolat terhadap kondisi 
masam tanpa dan dengan 300 ppm Fe sangat beragam (Sucahyono 2007).  

Pada tanah Oxisol dan Ultisol yang memiliki pH kurang dari 5,0, penambatan nitrogen 
dapat sangat rendah, yang disebabkan oleh: konsentrasi H+, level toksik dari Al dan Mn, 
serta kahat Ca, P dan Mo. Pemberian kapur dalam bentuk bubuk batu kapur atau dolomit 
dapat memperbaiki pertumbuhan tanaman dan bintil akar. Tanah biasanya dikapur men-
dekati netral, tetapi biaya dan ketersediaan batu kapur menghalangi pendekatan ini 
sehingga pengapuran umumnya hingga pH 5,5–5,8. Alternatif yang dapat membatasi efek 
negatif dari pH tanah adalah penggunaan strain inokulan dan varietas toleran masam, dan 
pelet (coating) benih yang telah diinokulasi rhizobium dengan lapisan bubuk batuan fosfat 
atau batu kapur. Kelangsungan hidup strain inokulan dan kinerjanya dalam meningkatkan 
produktivitas kacang-kacangan, sebagian ditentukan oleh kemampuannya untuk meng-
akses nutrisi/hara dari tanah, rizosfer dan akar tanaman inang (O'Hara 2001). 
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Gambar 3. Hasil bacaan kepadatan sel (optical density) dengan panjang gelombang 540 (OD540) menggunakan 
spektro fotometer. Garis tebal menunjukkan batas toleransi isolat pada media YEM pH 4 berkadar 300 ppm Fe 

(Sumber: Sucahyono 2007). 

Nitrogen (N) 
Senyawa nitrogen dalam tanah pada umumnya menunda atau menghambat pembin-

tilan. Tanaman leguminosa meskipun sudah membentuk bintil lebih suka menggunakan 
nitrogen tanah yang telah tersedia. Adanya senyawa nitrogen menyebabkan bintil menjadi 
tidak aktif, tetapi segera berfungsi setelah nitrogen tanah tidak lagi tersedia (Anonim 1989, 
Fujikake et al. 2003). Pemupukan N dapat menguntungkan apabila penambahan sejum-
lah kecil pupuk N dapat merangsang pertumbuhan tanaman dan meningkatkan kemam-
puan fotosintesis tanpa akibat yang dapat menghambat pembentukan bintil akar. Oleh 
karena itu, pemberian pupuk N dalam jumlah kecil perlu dilakukan untuk merangsang per-
tumbuhan awal tanaman. 

Fosfor (P) 
Fosfor diperlukan untuk pembentukan bintil dan aktifitas bintil yang maksimal. Tana-

man yang mendapatkan nitrogen secara simbiotik membutuhkan P dalam jumlah yang 
lebih besar daripada tanaman yang dipupuk N. Hal ini mungkin karena kebutuhan untuk 
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pengembangan bintill dan transduksi sinyal, serta membentuk P-lipid yang diperlukan 
untuk aktivitas bakteroid dalam bintil akar (Graham dan Vance 2000). Kandungan fosfor 
yang rendah dalam tanah dapat membatasi pertumbuhan populasi rhizobia dan perkem-
bangan akar kacang-kacangan, yang pada gilirannya dapat mempengaruhi penambatan 
nitrogen (Kwari, 2005). Inokulasi ganda antara rhizobium dengan mikoriza berpengaruh 
sinergis pada pembintilan dan penambatan nitrogen pada tanah yang kahat P. Demikian 
pula penggunaan bakteri pelarut P dari genus Pseudomonas, Bacillus, Penicillium, dan 
jamur Aspergillus dapat melarutkan batuan fosfat dan secara organik mengikat P-tanah 
(yang mengandung 95–99% total fosfat dalam tanah). 

Yakubu et al. (2010) melaporkan bahwa pemberian pupuk P sebanyak 40 kg P2O5/ha 
meningkatkan jumlah bintil akar dan jumlah N yang ditambat sebesar 169% dibanding 
kontrol (Gambar 4). 
 

 

Gambar 4. Pengaruh takaran pupuk P terhadap jumlah bintil dan N-fiksasi 
pada kacang tanah (Yakubu et al. 2010). 

 

Molibdenum (Mo) dan Cobalt (Co) 
Molibdenum dan Cobalt mempunyai peranan yang khusus dalam penambatan 

nitrogen. Keduanya berturut-turut adalah komponen nitrogenase dan makanan untuk 
rhizobium (Andrade et al. 2002). Tanpa adanya kedua unsur tersebut dalam jumlah yang 
memadai penambatan nitrogen tidak akan terjadi (Bailey dan Laidlaw 1999; Weisany et 
al. 2013). Kekurangan Co saja dapat menyebabkan terhambatnya sintesis DNA dan pem-
belahan bakteroid. Peran Co dalam penambatan nitrogen juga terkait dengan perannya 
sebagai kofaktor dari cobalamine (Vitamin B6) yang berfungsi sebagai koenzim dalam 
proses penambatan nitrogen dan pertumbuhan bintil akar (Licht et al. 1996; Jordan dan 
Reichard 1998). Penggunaan Co pada takaran 16 mg/kg tanah meningkatkan secara signi-
fikan jumlah dan bobot bintil, konsentrasi N dalam bintil, kadar leghaemoglobin, total pro-
duksi biomas, dan hasil biji dibanding tanpa perlakuan (Nasef et al., 2008). Pemberian Co 
pada kacang tanah dengan takaran 50 mg/kg tanah meningkatkan jumlah bintil, chloro-
phyll “a”, chlorophyll “b” dan kandungan total chlorophyll (Jayakumar et al. 2009). 

Data yang disajikan pada Tabel 1 menunjukkan respons parameter pembintilan kacang 
tanah yang dipengaruhi oleh kombinasi perlakuan Co dan Mo dalam berbagai tingkatan N 
Gad 2012). Aplikasi Co dan Mo berperan penting dalam meningkatkan jumlah dan bobot 
bintil terutama pada 100% dan 75% N dibandingkan dengan kontrol pada 50 hari setelah 
tanam. Hasil ini sejalan dengan Balachandar et al. (2003) yang melaporkan bahwa Mo 
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dan Co secara signifikan meningkatkan jumlah bintil per tanaman dan biomasa bintil akar. 
Data pada Tabel 1 juga menunjukkan bahwa aktivitas nitrogenase meningkat sebesar 
33,8% dengan kombinasi perlakuan Mo dan Co pada 50 hari setelah tanam dibandingkan 
dengan kontrol. 

Tabel 1. Pengaruh level N dengan kombinasi Co dan Mo terhadap pembintilan dan penambatan N 
(aktivitas nitrogenase) pada kacang tanah umur 50 HST. 

Level Nitrogen 
(%) 

Jumlah 
bintil/tanaman 

Berat kering bintil/ 
tanaman (g) 

Aktivitas N-ase  
(μmol C2H4 /g/jam) 

25 100 0,98 10,2 

50 108 1,19 12,3 

75 118 1,77 12,9 

100 125 1,86 14,8 

Dengan Cobalt dan Molybdenum 

25 125 3,87 12,6 

50 139 3,96 15,9 

75 145 4,12 19,8 

100 158 4,26 22,5 

Sumber: Gad (2012). 
 

Kekurangan Mo umumnya terjadi di tanah masam. Tanaman leguminosa berbiji besar 
seperti kacang tanah dan kedelai memerlukan Mo sebanyak 20–22 g/ha, dan dapat ditam-
bahkan ke dalam larutan inokulan yang diaplikasikan ke biji. Karena itu sebagai golongan 
legum, tanaman kacang tanah sangat rentan terhadap defisiensi Mo bila ditanam di tanah 
masam. Hal ini mempengaruhi kemampuannya untuk nodulasi dan menambat nitrogen 
(Bailey dan Laidlaw 1999). 

Faktor Biologi 
Faktor biologi yang paling berpengaruh terhadap penambatan nitrogen oleh tanaman 

leguminosa adalah kompatibilitas antara tanaman inang dan bakteri rhizobium. Kompati-
bilitas antara rhizobium dengan tanaman inangnya dapat menghasilkan tiga kondisi yaitu 
(1) mampu membentuk bintil (infektif), (2) mampu menambat N2 (efektif), dan (3) mampu 
menambat N2 hingga memenuhi sebagian besar kebutuhan nitrogen tanaman (sangat 
efektif). 

INOKULASI RHIZOBIUM 
Pada umumnya populasi bakteri rhizobium dalam tanah kurang memadai dalam jum-

lah maupun kualitasnya. Pada kondisi yang demikian inokulasi benih atau tanah dengan 
kultur rhizobium yang efektif sangat diperlukan. Strategi utama untuk meningkatkan 
penambatan N simbiosis adalah dengan inokulasi rhizobium. Inokulasi diperlukan bila rhi-
zobium yang ada dalam tanah tidak kompatibel/sesuai dengan jenis kacang-kacangan 
yang akan ditanam, tidak efektif atau jumlahnya tidak memadai (Brockwell et al. 1995; 
Catroux et al. 2001). 
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Keuntungan inokulasi antara lain: (a) menyediakan N, (b) meningkatkan hasil tanaman 
terutama pada tanah yang kadar nitrogennya rendah, dan (c) memperbaiki kualitas pro-
tein. Namun penerapan inokulasi rhizobium seringkali tidak dapat menghasilkan peng-
ikatan nitrogen udara secara efisien. Keberhasilan inokulasi sering dibatasi oleh beberapa 
faktor, termasuk kondisi lingkungan, jumlah sel infektif yang diaplikasikan, kehadiran 
mikroorganisme tanah pesaing lainnya, kekeliruan penerapan dari inokulan komersial dan 
kualitas inokulan (Maier dan Triplett 1996; Vlassak dan Vanderleyden 1997; Kyei-Boahen 
et al. 2002). 

Beberapa hal yang perlu diperhatikan pada inokulasi dengan rhizobium antara lain: 
 kondisi tanah tempat bertanam, meliputi kondisi fisik, kimia dan biologi tanah yang 

menentukan efektivitas hubungan simbiosis antara bakteri Rhizobium dan tanaman 
inangnya, 

 kualitas inokulan yang digunakan, 
 metode inokulasi dan faktor-faktor yang mempengaruhi keberhasilan inokulasi. 

Kondisi yang tidak optimal menyebabkan inokulasi kurang efektif. 

Kualitas Inokulan yang Efektif 
Inokulan yang efektif mengandung rhizobium yang mampu menghasilkan bintil yang 

efektif pada tanaman inangnya. Inokulan yang efektif dapat terdiri dari satu strain (ino-
kulan unistrain) atau beberapa strain (inokulan multistrain). Inokulan unistrain sebaiknya 
digunakan pada kondisi tanah dan iklim setempat yang biasa ditanami varietas atau 
genotipe kacang-kacangan tertentu. Inokulan multistrain digunakan pada daerah yang 
biasa ditanami dengan bermacam-macam varietas kacang-kacangan, dan keragaman 
tanah serta iklimnya luas. 

 Inokulan memberikan sejumlah besar rhizobium hidup, sekurang-kurangnya sepu-
luh ribu sampai satu juta per benih. 

 Media pembawa (karier) dapat melindungi rizobia selama dalam paket dan setelah 
diaplikasikan ke benih, mudah diaplikasikan dan melekat baik pada benih. 

 Inokulan bebas dari bakteri lain atau yang mungkin merugikan rhizobium atau 
tanaman inangnya. 

 Paket inokulan memungkinkan pertukaran gas dan kelembaban di dalamnya.  

Metode Inokulasi 
Secara umum terdapat dua metode inokulasi, yaitu inokulasi pada benih dan inokulasi 

pada tanah. Inokulasi benih adalah cara yang paling umum karena mudah pelaksanaanya 
dan biasanya efektif pada kondisi normal. Inokulasi pada tanah dilakukan apabila tanah 
dalam kedaan kering dan panas, tanah dengan kemasaman tinggi, tanah mengandung 
populasi rhizobium alam yang tinggi namun tidak efektif, dan benih diperlakukan dengan 
bahan kimia yang ber 

acun bagi rhizobium. Pada kacang tanah, perlakuan langsung dengan inokulan 
mungkin akan menghambat perkecambahan karena benihnya rapuh. Menurut Anonim 
(1989), inokulasi yang terbaik pada kacang tanah adalah dengan mengaplikasikannya 
langsung ke tanah. Inokulan dicampur dengan air kemudian disiramkan ke dalam larikan 
sebelum tanam. 

Keberhasilan inokulan rhizobium sangat ditentukan oleh kepekaannya terhadap ling-
kungan. Pada umumnya, kondisi yang paling merugikan adalah panas dan kekeringan. 
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Pada saat inokulan diaplikasikan ke benih atau disebarkan ke persemaian, kematian 
bakteri rhizobium mulai terjadi. Pada kondisi yang merugikan jumlah rhizobium yang mati 
dapat terus bertambah sampai benih berkecambah dan akar mulai muncul. Munculnya 
akar akan membantu rhizobium untuk berkoloni dan menginfeksi akar sehingga laju ke-
matian rhizobium berkurang. Apabila perkecambahan terhambat atau tertunda, semakin 
banyak rhizobium yang mati. Sebaliknya rhizobium yang sudah berada di dalam tanah 
dari musim tanam sebelumnya lebih tahan hidup. 

Hasil penelitian yang dilakukan antara lain pada kacang tanah dan kedelai, sebagian 
besar bintil akar dari inokulasi terdapat pada akar utama dan bukan pada cabang akar. 
Hal ini menunjukkan bahwa pergerakan rhizobium yang diinokulasikan dalam tanah ter-
batas. Bila dalam tanah terdapat populasi rhizobium yang tinggi dan benih diinokulasi 
dengan strain terseleksi, inokulasi sukses dengan menghasilkan peningkatan bintil akar 
pada pangkal akar utama (Hungria dan Bohrer 2000). 

Kompatibilitas Rhizobium dengan Pestisida 
Perlakuan benih dengan insektisida dan fungisida seringkali perlu dilakukan untuk 

melindungi benih dari serangga dan mikroorganisme tanah yang merugikan. Bahan kimia 
yang digunakan untuk perlakuan pendahuluan pada benih sebelum tanam umumnya ter-
susun atas satu atau beberapa logam berat seperti Hg, Zn, Cu, atau Pb yang bersifat racun 
untuk rhizobium dan tidak cocok dengan inokulasi. Pada umumnya bahan kimia dapat 
mematikan rhizobium padahal diperlukan sejumlah besar rhizobium hidup untuk meng-
hasilkan pembintilan yang efektif. Oleh karena itu kompatibilitas atau ketahanan hidup 
rhizobium pada benih yang diberi bahan kimia sebelum ditanam (seed treatment) perlu 
mendapat perhatian. 

Kompatibilitas antara inokulan rhizobium dengan fungisida berkaitan langsung dengan 
toleransinya terhadap fungisida tersebut (Revellin et al. 1993). Aplikasi fungisida carboxin 
dan carbendazim sebagai seed dressing atau diaplikasikan ke tanah berpengaruh terhadap 
penambatan nitrogen pada kacang tanah. Pada perlakuan seed dressing, carbendazim 
meningkatkan aktivitas nitrogenase (enzim penambat nitrogen) pada bintil akar, sedang-
kan carboxin menurunkannya. Namun bila diaplikasikan ke tanah, carboxin dan carben-
dazim meningkatkan aktivitas nitrogenase (Felaifel et al. 1991) 

Penelitian untuk menguji kompatibilitas rhizobium dengan bahan kimia pada benih 
(seed dressing) banyak dilakukan, tetapi umumnya dilakukan pada tanah yang mengan-
dung rhizobium alam yang mampu membentuk bintil dengan baik, sehingga hasilnya 
menjadi kurang tepat. Bahan kimia dalam pestisida kurang berpengaruh terhadap bakteri 
rhizobium yang sudah berada dalam tanah (Anonim 1989). Oleh karena itu untuk benih 
yang sudah diberi perlakuan bahan kimia (seed treatment) sebaiknya menggunakan ino-
kulan yang diaplilasikan ke tanah. 

Rhizobium Alam (Indigenus Rhizobium) 
Rhizobium yang secara alami terdapat dalam tanah disebut sebagai rhizobium indige-

nous atau rhizobium alam. Tanah dengan kandungan populasi rhizobium indigenous yang 
rendah dapat terjadi pada daerah di mana tanaman kacang-kacangan yang berkaitan 
tidak tersedia/tumbuh, atau pada pH, tekanan osmotik, temperatur, logam berat yang 
merugikan bagi rhizobium (Catroux et al. 2001; Chemining’wa et al. 2011). Keberadaan 
populasi rhizobium indigenous dapat menjadi kendala bagi keberhasilan inokulasi. 
Tingginya populasi rhizobium alam dapat menentukan apakah tanaman akan tanggap 
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terhadap inokulasi atau tidak (Chemining’wa et al. 2011). Oleh karena itu sebelum 
melakukan inokulasi perlu mengenali rhizobium indigenous yang ada dalam tanah dan 
mengetahui pengaruhnya terhadap inokulasi rhizobium. Keberhasilan inokulasi akan 
diperoleh bila strain rhizobium yang digunakan mampu berkompetisi dan efektif dalam 
simbiosis (Brockwell et al. 1995).  

Perlakuan inokulasi sebaiknya memperhitungkan populasi rhizobium yang ada di 
dalam tanah, seperti halnya apabila melakukan pengapuran, memperhitungkan pH tanah 
terlebih dahulu. Rhizobium alam yang ada di dalam tanah dapat dianggap seperti hara 
lainnya. Menurut Thies et al. (1991), rhizobium alam mempengaruhi inokulasi melalui dua 
cara yaitu kompetisi dan efektivitas. Salah satu sifat rhizobium yang paling menentukan 
dalam kompetisi adalah masa rhizobium per gram tanah. Beberapa percobaan inokulasi 
menunjukkan bahwa keberhasilan strain inokulan untuk membentuk bintil sangat tergan-
tung pada jumlah kompetitornya yaitu rhizobium alam dalam tanah. Tanah yang sering 
ditanami kacang-kacangan pada umumnya mengandung populasi rhizobium lebih tinggi 
dibanding yang tidak pernah atau jarang ditanami kacang-kacangan (Bogino et al. 2006). 

Rahmianna et al. (1991) melaporkan bahwa pada tanah yang sering ditanami kacang-
kacangan, takaran inokulan menentukan keberhasilan inokulasi rhizobium pada tanaman 
kacang tanah. Inokulan yang diberikan sesuai dengan takaran anjuran tidak meningkatkan 
hasil polong, sedangkan pemberian inokulan sebanyak tiga kali takaran anjuran mening-
katkan hasil sebanyak 10% dari hasil polong tanaman yang tidak diinokulasi. Berat bintil, 
tinggi tanaman dan berat segar brangkasan tanaman meningkat seiring dengan pening-
katan takaran inokulan rhizobium. 

PENUTUP 
Kacang tanah termasuk dalam kelompok tanaman “Cowpea cross inoculation”, yaitu 

kelompok di mana strain rhizobium yang menjadi pasangan simbiosis dari salah satu 
tanaman dapat menginfeksi tanaman lainnya dalam kelompok tersebut. Keistimewaan 
tersebut menyebabkan pembintilan secara alami pada tanaman kacang tanah lebih mudah 
terjadi. Pada sebagian besar kacang-kacangan proses infeksi atau masuknya rhizobium ke 
dalam akar adalah melalui rambut akar sedangkan pada kacang tanah melalui celah atau 
pangkal akar lateral sehingga rambut akar dianggap tidak berperan dalam proses infeksi 
pada kacang tanah. Efektivitas simbiosis tanaman dengan rhizobium sangat ditentukan 
oleh faktor lingkungan fisik, kimia, dan biologi.  
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