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NOVI SAFITRI 

 

 

 

 

Aplikasi pupuk yang tinggi pada budidaya tanaman mengancam keberlangsungan 

hidup mikroorganisme tanah, salah satunya fungi mikoriza arbuskular.  Penelitian 

ini bertujuan untuk menentukan kandungan unsur hara N dan P di tanah terpapar 

pupuk, merakit mutan FMA yang tahan terhadap pemupukan N dan P tersebut, 

serta menguji kemampuan infeksi akar FMA diduga mutan.  Penelitian 

dilaksanakan di rumah kaca, Laboratorium Produksi Perkebunan, dan 

Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Universitas Lampung dari bulan Februari 

2017 – Maret 2018. 

Penelitian disusun dalam tiga percobaan, yaitu Percobaan I: Pengaruh cara 

pemupukan terhadap kandungan unsur hara N dan P pada tanah terpapar pupuk, 

serta total populasi fungi dan bakteri tanah.  Perlakuan yang diterapkan yaitu 

kontrol, pemupukan sebar, dan pemupukan alur.  Homogenitas ragam diuji 



dengan uji Bartlet.  Pemisahan nilai tengah dengan menggunakan uji BNT pada 

taraf 5%.  Percobaan II: Perakitan mutan FMA melalui iradiasi UV dan 

perendaman EMS.  Perlakuan iradiasi UV yang diterapkan yaitu kontrol, 0, 5, 10, 

15, dan 20 menit dipaparkan sinar UV.  Sedangkan perlakuan EMS yaitu kontrol, 

direndam EMS konsentrasi 0, 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm.  Setiap spora perlakuan 

dikecambahkan pada 3 jenis larutan yaitu N 800 ppm, P 2000 ppm, dan campuran 

keduanya.  Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif.  Percobaan III: 

Kemampuan infeksi FMA diduga mutan pada akar tanaman.  Perlakuan yang diuji 

adalah inokulasi akar yaitu kontrol/spora wild type, diduga mutan iradiasi UV, dan 

diduga mutan perendaman EMS.  Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif. 

Hasil Percobaan I menunjukkan bahwa pemupukan dengan cara alur 

menghasilkan kandungan N total, P tersedia, serta P total tertinggi, secara 

berturut-turut 3.688,63 ppm, 63,81 ppm, dan 3.355,23 ppm.  Kandungan pupuk 

yang tinggi tersebut menyebabkan penurunan pada total populasi bakteri dan 

fungi tanah.  Percobaan II menunjukkan bahwa FMA diduga mutan terbanyak 

sesuai kriteria dapat diperoleh melalui iradiasi UV 10 menit dan perendaman 

EMS dengan konsentrasi EMS 30 ppm.  Pada Percobaan III diketahui bahwa tidak 

terdapat perbedaan persen infeksi akar FMA diduga mutan maupun wild type. 

 

 

Kata kunci: Fungi mikoriza arbuskular, pemupukan, mutan, sinar ultraviolet, ethyl 

methanesulfonante 
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"Barang siapa yang bersungguh-sungguh, 

sesungguhnya kesungguhan tersebut untuk kebaikan dirinya sendiri"  

(Q.S. Al-Ankabut: 6) 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1 Latar belakang 

 

Fungi mikoriza arbuskular (FMA) adalah jenis fungi yang dapat bersimbiosis 

dengan 80% jenis tumbuhan yang ada di dunia.  Kelapa sawit (Elaeis guineensis 

Jacq.) merupakan salah satu tanaman yang dapat melakukan simbiosis mutualisme 

dengan FMA (Rini dkk., 2010; Rini, 2011).  Aplikasi FMA pada akar tanaman 

kelapa sawit umumnya dilakukan pada saat pembibitan dengan tujuan 

menghasilkan bibit kelapa sawit yang berkualitas.  Bibit yang berkualitas dan 

didukung dengan pemeliharaan yang baik diharapkan akan menjadi tanaman 

kelapa sawit yang memiliki produktivitas optimal.   

 

Sejalan dengan perkembangan teknologi dan ilmu pengetahuan, saat ini varietas 

kelapa sawit unggul cenderung membutuhkan pemeliharaan yang intensif.  Selain 

itu, lahan budidaya kelapa sawit umumnya berada pada lahan marginal sehingga 

membutuhkan masukan unsur hara yang lebih banyak dibandingkan budidaya 

pada lahan yang subur.  Kedua aspek tersebut mengharuskan pemeliharaan, 

terutama pemupukan, yang baik dan tepat pada tanaman kelapa sawit untuk 

menghasilkan tanaman yang akan berproduksi optimal. 

 

Usaha untuk mengoptimalkan produksi kelapa sawit tersebut dilandasi kesesuaian 

lahan di Indonesia untuk pengembangan kelapa sawit.  Saat ini Indonesia adalah 
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penghasil minyak kelapa sawit terbesar di dunia.  Berdasarkan data FAO, pada 

periode tahun 2007–2011 terdapat dua negara eksportir Crude Palm Oil (CPO) 

terbesar di dunia yang secara kumulatif memberikan kontribusi sebesar 85,37% 

terhadap total volume ekspor minyak sawit di dunia, yaitu Indonesia dan 

Malaysia.  Indonesia berada di peringkat pertama negara eksportir minyak sawit 

terbesar di dunia dengan rata-rata kontribusi sebesar 42,99% dari total ekspor 

minyak sawit dunia (Pusat Data Sistem Informasi Pertanian, 2014). 

 

Perkembangan luas areal kelapa sawit di Indonesia pada kurun waktu 1980–2013 

cenderung meningkat (Gambar 1).  Pada tahun 1980 luas areal kelapa sawit 

Indonesia sebesar 294,56 ribu hektar, karena perluasan area tanaman secara 

eksternsif, maka pada tahun 2013 telah mencapai 10,01 juta hektar.  Pertumbuhan 

rata-rata selama periode tersebut sebesar 11,51% per tahun.  Perkebunan besar 

swasta menguasai 50,08% luas areal kelapa sawit Indonesia, perkebunan rakyat 

36,71%, sedangkan perkebunan besar negara hanya 13,20%. 

 
     (sumber: Pusat Data Sistem Informasi Pertanian, 2014) 

 

Gambar 1. Perkembangan Luas Areal Kelapa Sawit Menurut Status  

 Pengusahaan di Indonesia,1980–2013. 
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Perluasan areal budidaya kelapa sawit ini disebabkan banyak faktor.  Menurut 

Afifuddin dan Kusuma (2007), pembangunan subsektor kelapa sawit merupakan 

penyedia lapangan kerja yang cukup besar dan sebagai sumber pendapatan petani.  

Kelapa sawit merupakan salah satu komoditas yang memiliki andil besar dalam 

menghasilkan pendapatan asli daerah, produk domestik bruto, dan kesejahteraan 

masyarakat.  Lebih lanjut, Syahza (2011) menyatakan bahwa kegiatan perkebunan 

kelapa sawit telah memberikan pengaruh eksternal yang bersifat positif atau 

bermanfaat bagi wilayah sekitarnya.  Manfaat kegiatan perkebunan terhadap 

aspek sosial ekonomi antara lain adalah peningkatan kesejahteraan masyarakat 

sekitar, memperluas lapangan kerja dan kesempatan berusaha, serta memberikan 

kontribusi terhadap pembangunan daerah. 

 

Selain dampak positif tersebut, dalam budidaya kelapa sawit terdapat isu dampak 

negatif tentang pencemaran lingkungan terutama akibat residu pupuk.  

Pemupukan yang relatif tinggi pada tanaman kelapa sawit ini dapat meninggalkan 

residu pupuk di sekitar area pemupukan.  Residu pupuk tersebut dapat menekan 

populasi bahkan mengancam keberlangsungan hidup mikroorganisme tanah.  Pada 

penelitian ini akan dilakukan percobaan simulasi pemupukan dengan dosis pupuk 

kelapa sawit tertinggi pada fase pertumbuhannya untuk mendapatkan jumlah 

kandungan unsur hara yang terdapat pada tanah setelah aplikasi perlakuan pupuk.  

Hasil percobaan tersebut selanjutnya akan diterapkan pada percobaan II, untuk 

membuktikan spora fungi mikoriza arbuskular dapat terancam keberadaannya 

diakibatkan oleh residu pupuk yang diaplikasikan.  Hal ini menyebabkan 

terganggunya simbiosis antara FMA dan akar tanaman yang diharapkan akan 

menghasilkan produktivitas kelapa sawit yang optimal.  Percobaan II  juga 
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dilakukan untuk menghasilkan FMA yang tahan terhadap aplikasi pupuk yang 

tinggi tersebut.  Salah satu cara untuk menghasilkan FMA yang tahan tersebut 

adalah melalui perakitan mutan. 

 

Mutan merupakan individu yang memperlihatkan perubahan genotipe maupun 

fenotipe akibat mutasi.  Mutasi merupakan perubahan materi genetik yang bersifat 

dapat diwariskan.  Kesalahan apapun yang terjadi selama replikasi gen di dalam 

molekul DNA pada satu atau lebih basa nitrogen dapat menyebabkan mutasi.  

Meskipun sel mempunyai suatu mekanisme untuk meningkatkan ketepatan 

replikasi DNA, terkadang bisa terjadi suatu kesalahan spontan yang menimbulkan 

perubahan pada DNA dan dapat diwariskan (Stansfield dkk., 2003). 

 

Mutasi dalam frekuensi rendah dapat terjadi secara alami di alam sebagai akibat 

radiasi sinar ultraviolet dan sinar radioaktif atau loncatan energi listrik seperti 

petir.  Selain secara alami, mutasi dapat terjadi melalui sebuah perencanaan atau 

mutasi buatan.  Mutasi buatan dapat dilakukan untuk mempercepat dan 

meningkatkan frekuensi terjadinya mutasi pada organisme.  Mutasi buatan 

dilakukan dengan mengaplikasikan zat-zat kimia, sinar-X, sinar gamma, sinar 

alfa, dan beberapa jenis radiasi hasil sampingan tenaga nuklir pada organisme 

target (Stansfield dkk., 2003). 

 

Pada penelitian perakitan mutan, spora FMA akan diberi perlakuan secara fisik 

dengan iradiasi sinar ultraviolet dan secara kimia dengan perendaman 

menggunakan ethyl methanesulfonate (EMS) untuk mendapatkan mutan FMA 

yang tahan terhadap pemupukan N dan P tinggi. 
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FMA yang diduga mutan pada penelitian perakitan mutan tersebut perlu diuji 

kemampuan simbiosisnya dengan tanaman.  Sebagai tahap awal, kemampuan 

simbiosis FMA diduga mutan dapat diketahui melalui kolonisasi FMA pada akar 

tanaman (kemampuan infeksi akar).  Salah satu cara untuk mengukur kemampuan 

infeksi akar tanaman oleh FMA adalah dengan menghitung persentase infeksi 

akar.  Adanya struktur hifa eksternal, hifa internal, vesikula, arbuskula dan spora 

dari sampel akar yang diamati di bawah mikroskop dihitung sebagai akar yang 

terinfeksi.   

 

Penelitian kemampuan infeksi akar FMA diduga mutan membutuhkan tanaman 

inang yang kompatibel dan mudah diamati untuk proses selanjutnya agar hasil 

yang diperoleh benar-benar mencerminkan kemampuan FMA diduga mutan.  

Tanaman jagung digunakan sebagai tanaman inang pada penelitian ini disebabkan 

jenis tanaman inang yang umum digunakan untuk memperbanyak spora.  Jagung 

merupakan tanaman semusim yang cepat tumbuh dan menghasilkan banyak akar 

serabut dibanding tanaman perenial sehingga perbanyakan FMA tidak 

membutuhkan waktu lama (Widiastuti, 2004).  Selain itu, tanaman semusim 

seperti jagung merupakan inang sangat kompatibel dengan endomikoriza 

(Simanungkalit, 2003; Hapsoh, 2008,) sehingga tanaman jagung merupakan inang 

yang digunakan untuk perbanyakan spora endomikoriza (Widiastuti, 2004). 

 

Penelitian ini terdiri atas 3 percobaan, yaitu: 

1. Pengaruh cara pemupukan terhadap kandungan  unsur hara N dan P pada tanah 

terpapar pupuk, serta total populasi fungi dan bakteri tanah. 

2. Perakitan mutan FMA melalui iradiasi sinar UV dan perendaman EMS. 
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3. Kemampuan infeksi akar FMA diduga mutan dan wild type. 

 

 

Secara khusus, ketiga percobaan tersebut akan dilaksanakan untuk menjawab 

pertanyaan berikut: 

Percobaan I 

1. Apakah perbedaan cara pemupukan mempengaruhi kandungan unsur hara N 

dan P di dalam tanah, serta total populasi fungi dan bakteri tanah? 

2. Berapakah kandungan unsur hara N total, P tersedia dan P total setelah 6 

minggu aplikasi pemupukan? 

 

Percobaan II 

1. Apakah mutan FMA tahan pemupukan N dan P tinggi dapat diperoleh melalui 

iradiasi UV dan perendaman EMS? 

2. Berapa lama iradiasi UV untuk menghasilkan mutan FMA tahan pemupukan N 

dan P tinggi terbanyak? 

3. Berapa konsentrasi EMS yang diperlukan untuk menghasilkan mutan FMA 

tahan pemupukan N dan P tinggi terbanyak? 

 

Percobaan III 

1. Apakah terdapat perbedaan kemampuan menginfeksi akar tanaman antara 

FMA wild type dan FMA diduga mutan? 

2. Apakah terdapat perbedaan kemampuan menginfeksi akar tanaman antara 

FMA yang berkecambah lebih dahulu dan FMA yang berkecambah lebih 

lama? 
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1.2 Tujuan  

Berdasarkan identifikasi masalah dan perumusan masalah, tujuan penelitian 

disusun sebagai berikut: 

 

Percobaan I 

1. Untuk mengetahui apakah perbedaan cara pemupukan mempengaruhi 

kandungan unsur hara N dan P, serta total populasi fungi dan bakteri tanah. 

2. Untuk menentukan berapa kandungan tertinggi unsur hara N total, P tersedia, 

dan P total di tanah perlakuan aplikasi pemupukan. 

 

Percobaan II 

1. Untuk mengetahui apakah mutan FMA tahan pemupukan N dan P tinggi dapat 

diperoleh melalui iradiasi UV dan perendaman EMS. 

2. Untuk menentukan berapa lama iradiasi UV untuk menghasilkan mutan FMA 

tahan pemupukan N dan P tinggi terbaik. 

3. Untuk menentukan berapa konsentrasi EMS yang diperlukan untuk 

menghasilkan mutan FMA tahan pemupukan N dan P tinggi terbanyak. 

 

Percobaan III 

1. Untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan kemampuan menginfeksi akar 

tanaman antara FMA wild type dan FMA diduga mutan. 

2. Untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan kemampuan menginfeksi akar 

tanaman antara FMA yang berkecambah lebih dahulu dan FMA yang 

berkecambah lebih lama. 

 

 

 



8 
 

1.3 Landasan teori 

Saat ini Indonesia adalah produsen terbesar minyak sawit di dunia.  Hal ini 

menjadikan kelapa sawit sebagai komoditi perkebunan yang penting di Indonesia 

sebagai sumber perolehan devisa negara.  Keterbatasan kemampuan lahan dalam 

penyediaan unsur hara secara terus-menerus bagi pertumbuhan dan perkembangan 

tanaman kelapa sawit mengharuskan adanya penambahan unsur hara melalui 

pemupukan (FAOSTAT, 2014). 

 

Pupuk kimia sering digunakan sebagai solusi utama dalam upaya peningkatan 

produksi pertanian.  Fungsi utama pupuk kimia adalah sebagai penambah unsur 

hara tanaman, tetapi penggunaan pupuk kimia dalam jangka waktu panjang dan 

dosis yang berlebihan memiliki dampak buruk bagi tanaman dan kondisi tanah.  

Penggunaan pupuk kimia secara terus-menerus dapat merusak kehidupan 

organisme tanah (dapat mengurangi dan menekan populasi organisme tanah yang 

sangat bermanfaat bagi tanah dan tanaman), menurunkan kesuburan dan 

kesehatan tanah, dan dapat merusak keseimbangan ekosistem tanah 

(Leiwakabessy dan Sutandi, 2004).  Pemupukan yang tidak sesuai dengan 

kebutuhan hara tanaman (berlebihan) selain tidak efisien juga dapat mencemari 

lingkungan, salah satunya adalah menyebabkan kerusakan tanah. 

 

Kerusakan tanah secara garis besar dapat digolongkan menjadi tiga kelompok 

utama, yaitu kerusakan sifat fisik, kimia, dan biologi tanah.  Kerusakan kimia 

tanah dapat terjadi karena proses pemasaman tanah, salinisasi, dan tercemar 

logam berat.  Salah satu sebab terjadinya pemasaman tanah dapat diakibatkan oleh 

penggunaan pupuk nitrogen buatan secara terus menerus dalam jumlah besar.  
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Kerusakan tanah secara fisik dapat diakibatkan karena kerusakan struktur tanah 

yang dapat menimbulkan pemadatan tanah.  Kerusakan srtuktur tanah ini dapat 

terjadi akibat pengolahan tanah yang salah atau penggunaan pupuk kimia secara 

terus menerus.  Kerusakan biologi ditandai oleh penyusutan populasi maupun 

berkurangnya biodiversitas organisme tanah (Djajakirana, 2001). 

 

Penyusutan populasi dan biodiversitas organisme tanah akan menyebabkan 

menurunnya kesuburan tanah serta mengganggu simbiosis antara mikroba tanah 

dan tanaman.  Upaya menghasilkan mikroba tanah yang tahan terhadap 

pencemaran lingkungan akibat pemupukan ini dapat dilakukan dengan berbagai 

cara, salah satunya adalah dengan mutasi.  Mutasi secara umum dibedakan dalam 

dua kelompok, yaitu mutasi alami dan mutasi buatan.  Mutasi alami (spontan) 

adalah perubahan yang terjadi secara alamiah atau dengan sendirinya, diduga 

faktor penyebabnya adalah panas, radiasi sinar kosmis, sinar ultraviolet matahari, 

radiasi dan ionisasi internal mikroorganisme serta kesalahan DNA 

(deoxyribonucleic acid) dalam metabolisme.  Mutasi buatan adalah mutasi yang 

diinduksi, sebagai salah satu cara untuk menimbulkan keragaman genetik.  Mutasi 

dapat diinduksi dengan cara fisik menggunakan radiasi atau dengan cara kimia 

menggunakan senyawa yang bersifat mutagen, serta penggunaan elemen 

transposon yang dikenal dengan mutagenesis insersi (van Harten, 1998).   

 

Mutasi buatan telah memberikan kontribusi nyata terhadap perbaikan tanaman di 

dunia (Maluszynski dkk., 1995).  Mutasi radiasi umumnya menggunakan sinar-x 

atau gamma, sedangkan mutasi kimia antara lain menggunakan colchicin, dietil 

sulfat (DES), etilenimin (EI), nitroso etil urea, nitroso metil urea, dan etil metan 



10 
 

sulfonat (EMS).  EMS termasuk senyawa alkil yang mempunyai potensi tinggi 

sebagai mutagen yang efisien untuk tanaman tingkat tinggi.  EMS merupakan 

mutagen kimia yang paling banyak digunakan karena mudah dibeli, harganya 

relatif lebih murah dan tidak meninggalkan racun setelah terhidrolisis (van Harten, 

1998).   

 

Ethyl methane sulfonate akan membentuk O6-ethylguanine (Gambar 2).  Selama 

replikasi DNA berikutnya, O6-ethylguanine mengarahkan penggabungan 

deoxythymidylate, tidak deoxycytidylate, mengakibatkan pembentukan sel-sel 

mutan, yaitu pasangan basa G − C diganti dengan pasangan basa A – T (Lodish 

dkk., 2000). 

 
Sumber: Lodish dkk. (2000) 

 

Gambar 2. Proses EMS membentuk DNA mutan. 
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Proses terjadinya mutasi akibat EMS berbeda dibandingkan proses mutasi akibat 

sinar UV.  Sinar UV dapat menyebabkan terbentuknya ikatan kovalen antara dua 

molekul timin, menghasilkan timin dimer.  Timin dimer ini menyebabkan 

kerusakan serius dan kematian sel karena DNA dengan timin dimer tidak dapat 

direplikasi dan ditranskripsi (Gambar 3).  Komponen sinar UV yang bersifat 

paling mutagenic adalah pada panjang gelombang 254−260nm.  Bakteri dan 

organisme lain memiliki mekanisme perbaikan (repair) terhadap kerusakan yang 

diakibatkan oleh radiasi sinar UV.  Ada dua macam mekanisme perbaikan, yaitu 

perbaikan dengan cahaya (light repair) dan perbaikan tanpa cahaya (dark repair) 

(Pierce, 2005).   

 
          (Sumber: Pierce, 2005) 

 

Gambar 3. Bagian DNA sebelum (A) dan setelah (B) struktur terdistorsi 

oleh radiasi UV.  Distorsi terjadi karena adanya bend yang 

cembung pada satu strand (C). 

 

Pada perbaikan dengan cahaya (light repair), bakteri memiliki enzim fotoliase 

yang menggunakan energi cahaya visible untuk memisahkan ikatan dimer timin.  

Sedangkan pada perbaikan tanpa cahaya (dark repair), cahaya tidak diperlukan 

dalam mekanisme perbaikan.  Mekanisme perbaikan ini disebut juga sebagai 
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nucleotide excision repair.  Pada mekanisme ini, enzim bakteri dapat memotong 

bagian timin DNA yang rusak dan menghasilkan bagian yang terbuka.  Enzim 

yang lain akan mengisi gap (bagian yang terbuka) ini dengan DNA baru yang 

komplementer dengan rantai DNA yang tidak rusak (Gambar 4).  Langkah 

terakhir adalah reaksi penyegelan (sealing) oleh enzim DNA ligase (Pierce, 

2005).   

 
          (Sumber: Pierce, B., 2005) 

 

Gambar 4. Mekanisme perbaikan nukleotida-eksisi di Eukariots. 

 

Kerusakan DNA mendistorsi 

konfigurasi molekul 

 

Sebuah kompleks enzim 

mengenali distorsi 

 

DNA dipisahkan, dan protein 

pengikat untai tunggal 

menstabilkan untai tunggal 

 

sebuah enzim membelah 

untaian di kedua sisi 

kerusakan 

 

Bagian yang rusak 

dihilangkan 

 

celah diisi oleh DNA 

polymerase dan disegel 

oleh DNA ligase 

 



13 
 

Hasil penelitian mutasi pada kacang tanah menunjukkan frekuensi mutasi tinggi 

diperoleh pada kacang tanah yang diberi perlakuan EMS dengan konsentrasi 0,25 

– 0,5% (Gowda dkk., 1996).  Pada tanaman barley, EMS menimbulkan laju 

mutasi hingga 4-5 kali lebih tinggi dibandingkan dengan radiasi sinar-x, terutama 

untuk mutasi klorofil (van Harten, 1998).  Kombinasi antara EMS (0,3%) dan 

dimetil sulfonat atau DMSO (4%) telah berhasil meningkatkan frekuensi mutasi 

pada tanaman pisang (Matsumoto dkk., 1995).  

 

Selain penelitian pada tanaman, penelitian mutasi juga telah dilakukan pada 

mikroorganisme.  Penelitian El Bondkly dan Keera (2007) menunjukkan bahwa 

iradiasi sinar UV 10 menit pada Penicillium roquefortii  menghasilkan jumlah 

varian morfologis tertinggi (15,3%) dibandingkan iradiasi sinar UV 5 dan 15 

menit(10,5% dan 5,2%).  Di pihak lain, pertumbuhan Penicillium roquefortii 

menurun tajam dengan meningkatnya dosis EMS.  Perlakuan EMS 100µl/ml 

perendaman selama 30 menit menghasilkan persentase pertumbuhan 20,8%. 

 

Menurut Stanbury dan Whitaker (1984), kemampuan  metabolisme suatu 

organisme dikendalikan oleh genom, sehingga peningkatan kapasitas bakteri dapat 

dilakukan melalui induksi mutasi genom salah satunya adalah dengan induksi 

mutasi menggunakan sinar UV.  Adanya mutasi, diharapkan terjadi perubahan 

genetik ke arah yang lebih baik dalam melakukan metabolisme substrat, karena 

mikroba liar atau wild type seringkali memiliki beragam jalur metabolisme, 

sehingga melalui mutasi dapat lebih mudah diarahkan untuk dapat memproduksi 

satu komponen utama atau mengarahkan mikroba untuk menghasilkan metabolit 

yang betul-betul baru. 
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Berdasarkan dari hasil penelitian Fahruddin (2011), diketahui bahwa penyinaran 

UV dapat mempengaruhi kemampuan metabolisme suatu mikroba, seperti 

hilangnya kemampuan dalam melakukan metabolisme terhadap substrat tertentu 

yang disebut defisiensi metabolisme.  Menurut Bainbridge (1980), defisiensi 

metabolisme terjadi pada kebanyakan metabolisme gula yang dikatalisis oleh 

enzim sederhana yang dikontrol oleh gen tunggal yang dapat menyebabkan  

hilangnya fungsi biokimia secara spesifik pada mutan mikroba yang disebut 

mutan biokimia.  Menurut Sikkema dkk. (1995), secara alamiah sel bakteri selalu 

melakukan sejumlah perubahan mekanisme biokimia dan reorganisasi DNA yang 

bertujuan agar mampu merespon lingkungan yang ekstrim.  

 

1.4 Kerangka pemikiran 

Pengoptimalan produksi kelapa sawit di Indonesia terkendala banyak isu negatif 

salah satunya adalah pencemaran lingkungan.  Pencemaran ini umumnya akibat 

penggunaan bahan-bahan kimia, terutama residu pemupukan.  Cara pemupukan 

kelapa sawit di lapangan umumnya dilakukan dengan cara sebar dan alur, dimana 

kedua cara ini menghasilkan efisiensi pupuk yang berbeda dan terdapat kontak 

tanah dan pupuk pada konsentrasi pupuk yang berbeda.  Pemupukan dengan cara 

alur, menyebabkan pupuk yang diberikan terkonsentrasi tinggi pada permukaan 

tanah yang dialur dibandingkan dengan cara pemupukan sebar dengan dosis yang 

sama.  Sehingga dikhawatirkan dampak negatif lebih tinggi terjadi pada cara 

pemupukan alur. 

 

Pemupukan yang intensif pada budidaya kelapa sawit akan meninggalkan residu 

pupuk yang dapat mempengaruhi keberadaan mikroba tanah.  Salah satu dampak 
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negatif yang diduga akibat residu pupuk ini adalah populasi mikroba tanah 

menurun atau bahkan mikroba tanah dapat mati.  Fungi mikoriza arbuskular yang 

merupakan salah satu mikroba tanah yang simbiosisnya dengan akar tanaman 

kelapa sawit diharapkan mampu mendukung produksi tanaman yang optimal, 

populasinya dapat menurun atau bahkan mati.  Untuk dapat terus memperoleh 

manfaat dari simbiosis antara FMA dan akar tanaman kelapa sawit ini, perlu 

dilakukan perakitan FMA yang tahan dengan kondisi lingkungan dengan 

kandungan pupuk yang relatif tinggi.  Perakitan FMA tahan pemupukan tinggi ini, 

salah satunya dapat dilakukan dengan mutasi buatan.  Secara alami mutasi dapat 

terjadi namun dalam waktu relatif lama dan jumlah mutan yang sedikit.  Untuk itu 

mutasi buatan perlu dilakukan untuk mendukung tujuan pengoptimalan produksi 

tanaman kelapa sawit.  Mutasi buatan dapat dilakukan dengan berbagai cara 

melalui fisik dan kimia.   

 

Secara fisik, spora FMA diiradiasi dengan sinar ultraviolet.  Sinar ultraviolet 

mempunyai kemampuan sebagai mutagen dan pada dosis yang tinggi dapat 

membunuh sel.  Interaksi ultraviolet dengan materi genetik tergantung pada 

panjang gelombang serta penyerapan energi radiasi pada materi genetik melalui 

reaksi fotokimia.  Radiasi ini dapat menyebabkan kerusakan biologi yang dapat 

diperbaiki jika panjang gelombang rendah.  Namun, jika kerusakan yang 

ditimbulkan besar maka dapat terjadi mutasi permanen. 

 

Waktu iradiasi UV yang menghasilkan jumlah mutan tertinggi dapat diperoleh 

dengan merujuk pada penelitian terdahulu tentang perakitan mutan pada 

mikroorganisme khususnya fungi.  Studi pustaka untuk memperoleh mutan FMA 
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dengan jumlah mutan tertinggi mengacu pada hasil penelitian yang dilakukan oleh 

El Bondkly dan Keera (2007) pada mikroorganisme Penicillium roquefortii.  

Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa iradiasi sinar UV selama 10 menit 

menghasilkan jumlah varian morfologis tertinggi dibandingkan iradiasi sinar UV 

selama 5 menit dan 15 menit.  Hal serupa diduga dapat terjadi pada perakitan 

mutan FMA.  Iradiasi UV yang lebih lama dari 10 menit akan menyebabkan sel 

FMA mati.  Sebaliknya, jika iradiasi UV kurang dari 10 menit dikhawatirkan 

proses pembentukan ikatan kovalen yang disebabkan oleh sinar UV belum terjadi 

sehingga mutan belum terbentuk.  

 

Secara kimia, spora diberi perlakuan perendaman dengan larutan EMS.  Senyawa 

EMS merupakan senyawa alkil.  Agen alkilasi akan mengintroduksi gugus alkil ke 

dalam basa pada sejumlah posisi sehingga menyebabkan perubahan basa yang 

akibatnya akan terbentuk pasangan basa yang tidak lazim.  Pasangan basa yang 

tidak lazim tersebut jika tidak diperbaiki akan menghambat proses replikasi 

normal, hal tersebut menyebabkan terjadinya mutasi yang diturunkan ataupun 

kematian sel.  Merujuk kembali pada hasil penelitian El Bondkly dan Keera 

(2007) pada mikroorganisme Penicillium roquefortii, yang menunjukkan bahwa 

perlakuan EMS 100µl/ml (100 ppm) perendaman selama 30 menit menyebabkan 

penurunan secara tajam pada pertumbuhan Penicillium roquefortii.  Hal ini juga 

diduga dapat terjadi pada perakitan mutan FMA.  Namun lama perendaman FMA 

dengan EMS perlu ditingkatkan, hal ini berkaitan dengan ukuran spora FMA yang 

akan diberi perlakuan EMS (Entrophospora sp.) ± 100x lebih besar dari spora 

Penicillium roquefortii.  Perendaman EMS akan dilakukan dua kali lebih lama (60 

menit) namun dosis EMS akan diturunkan ½ dosis.  Sehingga diharapkan hasil 
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perlakuan perendaman EMS pada perakitan mutan FMA akan mendekati hasil 

penelitian terdahulu pada mikroorganisme Penicillium roquefortii.  Perendaman 

EMS dengan dosis 50 ppm selama 60 menit dikhawatirkan dapat  mematikan sel 

FMA, namun jika dosis FMA terlalu rendah (misal 10 ppm) dikhawatirkan proses 

pembentukan sel-sel mutan pada FMA tidak terjadi.  Sehingga diharapkan 

perlakuan perendaman EMS dengan dosis sedang (30 ppm) dapat menghasilkan 

mutan FMA. 

 

Spora yang telah diaplikasikan perlakuan iradiasi sinar UV dan perendaman EMS 

tersebut perlu dikecambahkan pada larutan unsur hara N dan P tinggi serta 

campuran keduanya untuk mendapatkan mutan sesuai tujuan awal.  Spora yang 

mampu berkecambah pada larutan N dan P tinggi serta campuran keduanya 

diduga adalah spora FMA mutan hasil perlakuan.   

 

Untuk dapat bertahan pada kondisi lingkungan yang tidak sesuai suatu spesies 

dapat melakukan perubahan materi genetik atau melakukan proses mutasi 

sehingga fenotipe yang muncul tidak lagi sama persis dengan fenotipe semula.  

Oleh karena itu, inokulasi kecambah FMA diduga mutan dilakukan untuk 

memastikan apakah proses mutasi (baik iradiasi UV maupun perendaman EMS) 

mempengaruhi kemampuan infeksi akar FMA diduga mutan dibanding tipe spora 

asalnya (wild type).  Kemampuan infesi akar tanaman selanjutnya dinilai 

berdasarkan persen infeksi akar yang terdapat pada akar tanaman.  Mikroba (salah 

satunya FMA) tipe asal (wild type) seringkali memiliki beragam jalur 

metabolisme, sehingga setelah diperoleh mutan sebagai hasil dari proses mutasi 

diharapkan terjadi perubahan genetik ke arah yang lebih baik.  Spora FMA diduga 
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mutan diharapkan mampu menginfeksi akar lebih baik (persen infeksi akar lebih 

tinggi) dibanding spora FMA wild type.  Selanjutnya perbedaan waktu yang 

diperlukan spora untuk berkecambah diduga mempengaruhi kemampuan 

berkecambah, dimana spora yang terlebih dahulu berkecambah dianggap memiliki 

viabilitas yang paling baik sehingga menghasilkan persen infeksi akar yang lebih 

tinggi dibandingkan dengan spora FMA yang berkecambah lebih lama. 

 

 

1.5 Hipotesis  

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah dikemukakan, dapat disusun hipotesis 

sebagai berikut: 

Percobaan I 

1. Perbedaan cara pemupukan memberikan pengaruh yang berbeda pada 

kandungan unsur hara N dan P tanah terpapar pupuk, serta total populasi 

fungi dan bakteri tanah. 

2. Terdapat kandungan unsur hara N total, P tersedia dan P total yang tertinggi 

di tanah yang diaplikasikan pupuk. 

 

Percobaan II 

1. Mutan FMA tahan pemupukan N dan P tinggi dapat diperoleh melalui iradiasi 

UV dan perendaman EMS. 

2. Waktu iradiasi UV 10 menit menghasilkan mutan FMA tahan pemupukan N 

dan P tinggi terbanyak. 

3. Larutan EMS 30 ppm menghasilkan mutan FMA tahan pemupukan N dan P 

tinggi terbanyak. 
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Percobaan III 

1. Persen infeksi akar FMA diduga mutan lebih tinggi daripada FMA wild type. 

2. Persen infeksi akar FMA yang berkecambah lebih dahulu lebih tinggi daripada 

FMA yang berkecambah lebih lama. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Tanaman kelapa sawit 

Tanaman kelapa sawit di Indonesia dibawa oleh Dr. D.T. Pryce sebanyak empat 

benih, 2 benih dari Bourboun-mauritius dan 2 benih dari Amsterdam (jenis Dura) 

untuk dijadikan sebagai tumbuhan koleksi Kebun Raya Bogor tahun 1848.  Biji 

kelapa sawit dari Kebun Raya Bogor tersebut kemudian disebarkan untuk ditanam 

menjadi tanaman hias sekaligus percobaan uji lokasi di Pulau Jawa, Sulawesi, 

Kalimantan, Nusa Tenggara, Maluku, dan Sumatera (Sipayung, 2017).  

 

Saat ini, kelapa sawit terbagi menjadi 2 jenis, yaitu Elaeis guineensis dan Elaeis 

oleifera.  Kelapa sawit Elaeis guineensis dikenal sebagai kelapa sawit Afrika 

karena berasal dari Afrika Barat seperti Guinea, Angola, dan Gambia, sedangkan 

Elaeis oleifera adalah kelapa sawit Amerika karena berasal dari daerah Amerika 

Tengah dan Amerika Selatan.  Menurut Lubis (2008), taksonomi dari tanaman 

kelapa sawit adalah sebagai berikut: 

Divisi  : Tracheophyita 

Subdivisi : Pteropsida  

Kelas  : Angiospermeae  

Subkelas : Monocotyledoneae  

Ordo  : Cocoideae  
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Famili  : Palmae  

Subfamili : Cocoideae  

Genus  : Elaeis  

Spesies  :  1. Elaeis guineensis Jacq. 

   2. Elaeis oleifera (H.B.K.) Cortes 

Elaeis berasal dari Elaion berarti minyak dalam bahasa yunani. Guineensis berasal 

dari Guinea (pantai barat Afrika), Jacq berasal dari nama Botanist Amerika 

Jacquin. 

 

 

2.2 Pemupukan kelapa sawit 

Pupuk adalah sumber hara utama yang menentukan tingkat pertumbuhan dan 

produksi tanaman kelapa sawit.  Oleh sebab itu, pemupukan perlu dilakukan 

secara efisien dan efektif karena biaya yang dibutuhkan dalam pemupukan 

tidaklah sedikit.  Menurut Darmosarkoro (2003), biaya pemupukan kurang lebih 

24% dari total biaya produksi atau sekitar 40−60% dari total biaya pemeliharaan.  

Pemupukan yang efektif dan efisien harus memperhatikan 5T yaitu tepat dosis, 

tepat cara, tepat waktu, tepat jenis, dan tepat tempat.  

 

Manajemen pemupukan yang baik pada kelapa sawit harus mengacu pada konsep 

efektivitas dan efisiensi.  Tujuan dari manajemen aplikasi pupuk di perkebunan 

kelapa sawit yaitu menciptakan kondisi kesuburan tanah yang baik untuk 

pertumbuhan dan perkembangan kelapa sawit sehingga dapat memberikan 

produksi yang ditargetkan sesuai dengan produktivitas kelas lahannya 

(Adiwiganda, 2007).  Menurut Andayani (2008), pemupukan merupakan upaya 

untuk menyediakan unsur hara yang cukup untuk mendorong pertumbuhan 

https://id.wikipedia.org/wiki/Elaeis_guineensis
https://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Elaeis_oleifera&action=edit&redlink=1
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vegetatif tanaman dan produksi tandan buah segar (TBS) secara maksimum dan 

ekonomis, serta untuk ketahanan terhadap hama dan penyakit.  Pemberian pupuk 

yang tepat dapat meningkatkan produksi untuk mencapai produtivitas standar 

yang sesuai dengan kelas kesesuaian lahan. 

 

Pengetahuan tentang jenis dan kegunaan unsur hara merupakan hal penting dalam 

kegiatan pemupukan di perkebunan kelapa sawit.  Pengetahuan ini bertujuan 

untuk meningkatkan ketepatan baik jumlah, saat pemupukan, dan efektivitas 

pupuk terhadap produksi tanaman.  Beberapa unsur hara yang penting bagi kelapa 

sawit, antara lain:  

1. Nitrogen (N), unsur hara ini diperlukan dalam jumlah banyak dan berguna bagi 

pertumbuhan tanaman, pembentukan protein, dan sintesis klorofil.  

Kekurangan unsur N mengakibatkan pertumbuhan tanaman menurun dan 

produksi daun juga menurun.  Gejala kekurangan N adalah pertumbuhan 

terhambat dan daun tua berwarna hijau pucat kekuningan.  Sumber pupuk yang 

mengandung N adalah Urea atau ZA. 

2. Fosfor (P), merupakan unsur hara yang diperlukan dalam jumlah banyak, 

berperan dalam proses transfer energi sebagai penyusun ADP/ATP maupun 

penyusun kode genetik tanaman, memperkuat perakaran dan batang tanaman, 

serta meningkatkan mutu buah.  Kekurangan P menyebabkan tanaman tumbuh 

kerdil dan daun berwarna keunguan.  Sumber unsur hara P antara lain pupuk 

SP-18, rock phosphat, atau SP-36. 

3. Kalium (K), unsur ini juga diperlukan dalam jumlah banyak, penting untuk 

penyusunan minyak, pengaktifan enzim, mengangkut hasil fotosintesis dan 

mempengaruhi jumlah dan ukuran tandan.  Kekurangan unsur K akan terjadi 



23 
 

pada daun tua karena K diangkut ke daun muda.  Gejalanya akan timbul bercak 

transparan, lalu mengering.  Sumber unsur hara K adalah pupuk KCl 

(Firmansyah, 2011). 

 

 

2.3 Fungi Mikoriza Arbuskular 

Mikoriza merupakan bentuk asosiasi fungi tanah dengan akar tanaman.  Fungi 

mikoriza arbuskular dengan akar tanaman membentuk jalinan interaksi yang 

kompleks.  Asosiasi FMA dengan tanaman merupakan suatu bentuk hubungan 

simbiosis mutualistik.  Tanaman dipermudah dalam pengambilan unsur hara dan 

adaptasi tanaman akan lebih baik pada lingkungan.  Di pihak lain, fungi dapat 

memenuhi keperluan hidupnya (karbohidrat dan keperluan tumbuh lainnya) dari 

eksudat akar dan fotosintat tanaman inang (Anas, 1997).  

 

Smith dan Read (2008) membagi mikoriza kedalam dua subdivisi besar yaitu 

ektomikoriza dan endomikoriza.  Ektomikoriza dicirikan dengan adanya mantel 

dan jaringan hartig hifa interselular di akar tanaman, sedangkan endomikoriza 

memiliki ciri hifa intraselular.  Endomikoriza terdiri atas fungi mikoriza 

arbuskular (FMA), ericoid mikoriza, dan orchid mikoriza. 

 

Fungi mikoriza arbuskular adalah fungi obligat yang paling banyak bersimbiosis 

dengan jenis tanaman inang.  Tanaman yang bersimbiosis dengan FMA antara 

lain dari golongan angiospermae, gimnospermae, pterodopita, dan semua tanaman 

yang memiliki akar (Read dkk., 2000).  FMA dicirikan dengan adanya intraradikal 

hifa, arbuskula, ekstraradikal miselium (hifa yang menghubungkan akar dengan 

tanah), dan spora yang terbentuk di ekstraradikal miselium.  Beberapa jenis fungi 
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membentuk intraradikal struktur yang disebut sebagai vesikel (hifa yang 

membesar yang berisikan lemak).  Arbuskula adalah struktur yang berfungsi 

sebagai tempat pertukaran metabolit antara fungi dan tanaman.  Adanya arbuskula 

sangat penting untuk mengidentifikasi bahwa telah terjadi infeksi pada akar 

tanaman.  Vesikula berbentuk globose dan berasal dari menggelembungnya hifa 

internal FMA.  Vesikula berfungsi sebagai organ reproduktif atau organ yang 

berfungsi sebagai tempat penyimpanan makanan yang kemudian diangkut ke 

dalam sel, tempat pencernaan oleh sel berlangsung. 

 

FMA yang banyak ditemukan berasal dari genus Acaulospora dan Glomus.  Hutan 

alami dengan beragam umur tanaman dan jenisnya sangat mendukung 

pertumbuhan FMA.  Konservasi hutan untuk pertanian akan mengurangi 

keragaman jenis dan jumlah FMA karena jenis tanaman, unsur hara yang tersedia, 

dan kandungan bahan organik tanah telah berubah.  Praktik pertanian seperti 

pengolahan tanah, perbaikan bahan organik, pemupukan, dan penggunaan 

pestisida sangat berpengaruh terhadap keberadaan FMA (Joner, 2000).  

Pengolahan tanah yang intensif akan merusak jaringan hifa eksternal, sebaliknya 

pengolahan tanah minimal akan meningkatkan populasi FMA.  Sistem tumpang 

sari atau pergiliran tanaman juga dapat meningkatkan populasi FMA (McGonigle 

dkk., 1999). 

 

 

2.4 Mutasi 

Mutasi adalah perubahan susunan atau konstruksi dari gen maupun kromosom 

suatu individu tanaman, sehingga memperlihatkan penyimpangan (perubahan) 

dari individu asalnya dan bersifat baka (turun-temurun).  Mutasi dapat terjadi 
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secara alamiah, tetapi frekuensinya sangat rendah.  Untuk mempercepat terjadinya 

mutasi dapat dilakukan secara buatan dengan memberikan perlakuan-perlakuan 

sehingga terjadi mutasi (induced mutation).  Mutasi pada tanaman dapat 

menyebabkan perubahan-perubahan pada bagian-bagian tanaman baik bentuk 

maupun warnanya juga perubahan pada sifat-sifat lainnya (Herawati dan 

Setiamihardja, 2000).  

 

Berdasarkan kejadiannya mutasi ada 2, yaitu mutasi alami dan mutasi buatan 

(mutasi terinduksi).  Mutasi alami terjadi secara alamiah dan spontan di dalam 

tubuh makhluk hidup tanpa ada bantuan manusia.  Mutasi alami jarang terjadi, 

sedangkan mutasi buatan (terinduksi) adalah mutasi yang terjadi karena adanya 

bantuan manusia.  Mutasi terinduksi dapat dilakukan dengan 2 cara, yaitu energi 

dan kimia.  Cara mutasi yang termasuk dalam kategori energi adalah sinar x, sinar 

gamma, sinar beta, neutron cepat dan neutron lambat, partikel alfa, sinar devtron, 

dan sinar ultraviolet, sedangkan yang termasuk dalam kategori kimia diantaranya 

adalah metansulfonat, etilinimin, diepoksibutan, mustard nitrogen, dan 

etilinoksida (Welsh, 1991). 

 

Secara molekuler, dapat dinyatakan bahwa mutasi terjadi karena adanya 

perubahan urutan (sequence) nukleotida DNA kromosom, yang mengakibatkan 

terjadinya perubahan pada protein yang dihasilkan (Oeliem dkk., 2008).  

 

Mutasi dapat terjadi pada tingkat gen maupun kromosom.  Jika perubahan hanya 

mengenai satu gen yaitu pada ruas yang diapit oleh sepasang promotor dan 

terminator, maka disebut mutasi tingkat gen.  Jika perubahan mengenai lebih dari 

satu gen maka dinamakan mutasi tingkat kromosom.  Mutasi titik merupakan 
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mutasi yang terjadi pada tingkat gen.  Mutasi titik adalah perubahan sekuen 

nukleotida pada gen yang menghasilkan perubahan asam amino dan protein 

produk mutan atau sebagai perubahan satu bentuk alel ke bentuk alel lainnya 

dimana perubahan tersebut terjadi dalam satu lokus kromosom (Suzuki dkk., 

1993).  Mutasi titik dalam suatu gen dapat dibagi menjadi dua kategori yaitu: 

substitusi pasangan basa dan penyisipan (insersi) atau pengurangan (delesi) 

pasangan basa.  Substitusi pasangan basa adalah penggantian satu nukleotida dan 

pasangannya di dalam untai DNA komplementer dengan pasangan nukleotida 

lain.  Insersi dan delesi merupakan penambahan atau pengurangan satu atau lebih 

pasangan nukleotida pada suatu gen (Griffiths dkk., 2005).  Mutasi kromosom 

dapat terjadi karena perubahan jumlah kromosom atau perubahan struktur 

kromosom.  Perubahan struktur kromosom adalah perubahan dimana jumlah 

kromosom tetap tetapi terjadi perubahan komposisi dan susunan bahan 

kromosom, yaitu delesi, duplikasi, inversi, dan translokasi.  Sedangkan perubahan 

jumlah kromosom adalah adanya penambahan atau pengurangan kromosom-

kromosom utuh atau satu set kromosom lengkap (genom), perubahan ini dapat 

menyebabkan keragaman genetik yang akan nampak pada keragaman fenotipe 

seperti sifat morfologi dan fisiologi (Crowder, 1997). 

 

 

2.5 Radiasi ultraviolet 

Interaksi ultraviolet (UV) dengan materi genetik tergantung pada panjang 

gelombang yang digunakan. Penyerapan energi radiasi pada materi genetik 

melalui reaksi fotokimia.  Pengaruh biologi dari radiasi ultraviolet tergantung 

pada panjang gelombang.  Radiasi ini dapat menyebabkan kerusakan biologi yang 
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dapat diperbaiki jika panjang gelombang rendah.  Walaupun demikian, jika 

kerusakan yang ditimbulkan besar maka dapat terjadi mutasi permanen.  Jika 

kerusakan terjadi pada gen regulator, kemungkinan menyebabkan karsinogenesis 

(Mertens dan Hammersmith, 1995).  

 

Cahaya tampak dan sinar UV mempunyai pengaruh yang sangat kuat terhadap 

kelangsungan dan keefektifan transformasi DNA dari suatu spesies (Moat dan 

Foster, 1988).  Sinar UV yang berlebihan justru akan mengganggu aktivitas DNA 

suatu spesies.  Untuk dapat bertahan pada kondisi lingkungan yang tidak sesuai, 

suatu spesies dapat melakukan perubahan materi genetik atau melakukan proses 

mutasi sehingga fenotipe yang muncul tidak lagi sama persis dengan fenotipe 

semula (Tamarin, 1995).  

 

Sinar UV sangat berpengaruh terhadap perkembangan sel.  Sel merupakan satuan 

hidup terkecil yang dapat menderita akibat radiasi.  Tanggapan sel atau jaringan 

terhadap radiasi berbeda-beda, baik yang menyangkut perubahan derajat 

ketahanan hidup, mutasi, ataupun karsinogen (Soedjono, 2003). 

 

2.6 Ethyl methanesulfonate 

Ethyl methanesulfonate (EMS) adalah salah satu mutagen kimia yang memiliki 

rumus kimia C4H10SO3.  Mutagen tersebut termasuk golongan agen alkilasi yang 

mengikatkan gugus etilnya pada basa DNA guanin (G) diposisi 7-N dan 6-O 

sehingga terbentuk gugus O
6
-etilguanin.  Etilasi tersebut menyebabkan kesalahan 

dalam pemasangan basa saat replikasi sehingga terjadi mutasi titik berupa 
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transversi, transisi, atau mutasi frameshift.  EMS menyebabkan mutasi secara acak 

pada rantai DNA (Sambrook dan Russell, 2001). 

 

Basa DNA yang teralkilasi oleh EMS diperbaiki secara langsung dengan enzim 

O
6
-metilguanin metil transferase (enzim MGMT).  Enzim MGMT ditemukan 

pada organisme prokariot dan eukariot.  Enzim MGMT bekerja dengan mengikat 

gugus alkil sehingga gugus tersebut terlepas dari rantai DNA.  Enzim yang telah 

berikatan dengan gugus alkil tidak dapat digunakan kembali sehingga enzim 

MGMT dikenal dengan nama suicide enzyme.  Perbaikan dengan enzim MGMT 

sangat terbatas sehingga tidak semua basa yang teralkilasi diperbaiki.  Hal 

tersebut menyebabkan terjadinya mutasi yang diturunkan (Weaver dan Hendrik, 

1997).  
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1 Tempat dan waktu penelitian 

Penelitian dilakukan di rumah kaca, Laboratorium Produksi Perkebunan, dan 

Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung, 

Bandar lampung. Penelitian dilakukan dari bulan Februari 2017 sampai dengan 

Maret 2018. 

 

Penelitian ini terdiri atas 3 (tiga) percobaan yaitu: 

1. Pengaruh cara pemupukan terhadap kandungan unsur hara N dan P pada 

tanah terpapar pupuk, serta total populasi fungi dan bakteri tanah. 

2. Perakitan mutan FMA melalui iradiasi sinar UV dan perendaman EMS. 

3. Kemampuan infeksi akar FMA diduga mutan dan wild type. 

 

3.2 Bahan dan alat penelitian 

Bahan yang diperlukan dalam penelitian ini adalah tanah, pupuk Urea, pupuk 

TSP, polibag, air, plastik kemasan ½ kg, spora FMA koleksi Laboratorium 

Produksi Perkebunan Fakultas Pertanian Universitas Lampung genus 

Entrohospora isolat MV 29, Ethyl metanesulfonate, aquades steril, Urea 

(CO(NH2)2), kalium dihidrogen fosfat (KH2PO4), HiMedia  M001-500G Nutrient 

Agar, kentang, gula, agar plain kemasan, larutan phosphat buffer, plastik hitam, 
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pasir steril, zeolit steril, benih jagung, kertas merang, aquades, larutan KOH 10%, 

HCl 1%, trypan blue 0,5 % dan perlengkapan keselamatan kerja.  

 

Alat-alat yang digunakan adalah soil sampler, sendok, penggaris, nampan, satu set 

saringan mikro ukuran 150 µm dan 45 µm, mikroskop stereo Leica EZ 4, micro 

pippet 200µl, labu ukur 1000 ml, cell culture cluster merk Costar dan Falcon, 

cawan petri plastik (diameter 60 mm), cawan petri kaca diameter 10 cm, driglaski, 

tabung reaksi, UV chamber, inkubator Biochemistry Model BJPX-Hartford, 

tabung kaca diameter 3 cm dan tinggi 15 cm, nampan, mikroskop majemuk, 

waterbath, kaca preparat, cover glass, dan alat tulis. 

 

3.3  Percobaan I: Pengaruh cara pemupukan terhadap kandungan unsur 

hara N dan P pada tanah terpapar pupuk, serta total populasi fungi dan 

bakteri tanah. 

3.3.1 Rancangan percobaan dan analisis data 

Untuk menjawab pertanyaan dalam perumusan masalah dan untuk menguji 

hipotesis, perlakuan diterapkan dengan rancangan acak lengkap (RAL) non 

faktorial dengan 3 perlakuan dan 9 ulangan, setiap satuan percobaan diwakili oleh 

1 polibag.  Perlakuan yang diterapkan dalam percobaan ini adalah P0 (tanah tanpa 

pemupukan), Ps (tanah yang dipupuk secara sebar), dan Pa (tanah yang dipupuk 

secara alur).   

Data yang diperoleh diuji dengan uji Bartlett untuk menguji kehomogenan ragam 

antar perlakuan.  Jika asumsi dipenuhi, data diolah menggunakan sidik ragam.  

Pemisahan nilai tengah dilakukan dengan menggunakan uji Beda Nyata Terkecil 

(BNT) 5%. 
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3.3.2 Pelaksanaan penelitian 

 

a. Menyiapkan media tanam 

Tanah yang digunakan sebagai media adalah tanah podsolik merah kuning lapisan 

sub soil.  Tanah diaduk hingga homogen menggunakan cangkul kemudian 

dimasukkan ke dalam polibag sebanyak 15 kg per polibag.  Media tersebut 

selanjutnya disiram hingga kapasitas lapang setiap hari selama 1 (satu) minggu. 

b. Penyiapan dan aplikasi perlakuan pupuk 

Dosis pupuk dihitung berdasarkan dosis anjuran tertinggi pemupukan kelapa sawit 

tanaman menghasilkan umur 9−13 tahun menurut Pahan (2011) yaitu Urea 3 kg/ 

tanaman dan TSP 3 kg/tanaman yang selanjutnya dikonversi berdasarkan luas 

permukaan area pemupukan di lapangan ke dalam luas permukaan (diameter) 

polibag.  Diameter polibag adalah 25 cm dan diameter piringan kelapa sawit 

adalah 3 meter. Luas permukaan polibag dihitung dengan rumus luas lingkaran 

(πr
2
) adalah 0,049 m

2
 dan luas permukaan piringan kelapa sawit adalah 7,065 m

2 

sehingga dosis pupuk per polibag diperoleh dengan perhitungan sebagai berikut: 

 

Luas areal pemupukan     = Luas permukaan polibag 

Dosis pupuk anjuran  dosis pupuk perlakuan  

 

 

Perlakuan aplikasi pupuk sebar: 

 

Urea 

7,065 m
2 

     =      0.049 m
2 

   =   20,80 gram 

3000 gram      x gram 

 

TSP 
 

7,065 m
2 

     =      0.049 m
2      

=  20,80 gram 

3000 gram            x gram 
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Perlakuan aplikasi pupuk alur: 

 

Diameter polibag adalah 25 cm dan lebar area alur pupuk di piringan kelapa sawit 

adalah 15 cm. Luas permukaan polibag dihitung dengan rumus luas lingkaran 

(πr
2
) adalah 0,049 m

2
 dan luas permukaan area alur piringan kelapa sawit dihitung 

dengan rumus ((luas piringan - (luas piringan dengan diameter dikurangi 15 cm)) 

adalah 1,34 m
2 

(Gambar 5). 

 

 

 

 

 

Gambar 5. Letak area alur pupuk di piringan kelapa sawit. 

Dosis pupuk dipolibag diperoleh dengan perhitungan sebagai berikut: 

Urea  

 

   1,34 m
2  

     =     0.049 m
2 

   =  109, 81 gram 

3000 gram       x gram 

 

TSP  

 

   2,68 m
2  

     =     0.049 m
2 

    =  109,81 gram 

3000 gram       x gram 

 

 

Pupuk yang telah ditimbang menggunakan timbangan digital, selanjutnya 

diaplikasikan secara merata di atas permukaan tanah polibag sesuai dengan 

perlakuan masing-masing.  Perlakuan pupuk baik pupuk sebar maupun pupuk alur 

cara aplikasinya pada penelitian ini sama-sama disebarkan secara merata diatas 

permukaan tanah polibag.  Tanah disiram setiap hari dengan air yang diukur 

sesuai dengan penguapan yang terjadi pada tanah di polibag. 

Area alur 

pupuk 



33 
 

c. Total Plate Count 

Menghitung jumlah koloni bakteri dan fungi dalam tanah digunakan metode total 

plate count (TPC).  Prinsip TPC atau metode hitungan cawan adalah 

menumbuhkan sel mikroorganisme yang masih hidup pada media agar, sehingga 

mikroorganisme akan berkembang biak dan membentuk koloni yang dapat dilihat 

langsung dan dihitung dengan mata tanpa menggunakan mikroskop.  Sebelum 

mikroorganisme ditumbuhkan dalam media, terlebih dahulu dilakukan 

pengenceran sampel untuk mengurangi jumlah kandungan mikroba dalam sampel 

sehingga nantinya dapat diamati dan diketahui jumlah mikroorganisme secara 

spesifik sehingga didapatkan perhitungan yang tepat. 

 

Tahap pengenceran dimulai dari membuat larutan sampel sebanyak 10 ml 

(campuran 1 gram sampel tanah halus dilarutkan 9 ml aquades steril), dari larutan 

tersebut diambil sebanyak 1 ml dan dimasukkan ke dalam 9 ml aquades steril,  

sehingga didapatkan pengenceran 10
-2

.  Dari pengenceran 10
-2

 diambil lagi 1 ml 

dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi 9 ml aquades steril sehingga 

didapatkan pengenceran 10
-3

, seterusnya sampai mencapai pengenceran 10
-8

 

(Gambar 6).  

    

 

Gambar 6. Metode pengenceran sampel tanah. 

Sampel yang 

akan diamati 

9 ml 

suspensi  

Total 

pengenceran  
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Sampel yang telah diencerkan, dipilih empat sampel pengenceran terakhir yaitu 

10
-5

, 10
-6

, 10
-7

, dan 10
-8

 untuk dilakukan isolasi menggunakan metode spread 

plate.  Spread plate adalah teknik menanam dengan menyebarkan suspensi bakteri 

dan fungi  di permukaan media agar (media Potato Dextrose Agar untuk isolasi 

fungi dan media Natrium Agar untuk isolasi bakteri), agar diperoleh kultur murni.  

Prosedur kerjanya adalah suspensi cairan diambil sebanyak 0,1 ml dengan 

mikropipet kemudian diteteskan di atas permukaan agar yang telah memadat.  

Drigalski kemudian dibakar di atas bunsen dan didinginkan beberapa detik.  

Kemudian suspensi diratakan dengan bantuan driglaski (Gambar 7).  

  

 

Gambar 7. Metode spread plate pada isolasi bakteri dan fungi. 

 

 

d. Pengamatan 

Untuk menguji kesahihan kerangka pemikiran dan hipotesis, dilakukan 

pengamatan terhadap peubah-peubah sebagai berikut: 

1. Analisis tanah yang terdiri dari N total, P total, dan P tersedia.  Analisis tanah 

dilakukan awal penelitian dan tiap 2 minggu setelah aplikasi (MSA) pupuk 

hingga minggu ke 8.  Sampel tanah yang diambil merupakan tanah pada 

kedalaman 10−15 cm dari permukaan tanah dalam polibag perlakuan.  

Sampel tanah diambil menggunakan soil sampler pada titik-titik yang telah 

ditentukan (Gambar 8), yaitu T0 (pengambilan sampel tanah sebelum 
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perlakuan pemupukan), T2 (pengambilan sampel tanah 2 MSA), T4 

(pengambilan sampel tanah 4 MSA), dan T6 (pengambilan sampel tanah 6 

MSA). 

 

 

Gambar 8. Titik-titik pengambilan sampel tanah pada polibag. 

 

2. Menghitung koloni bakteri dan fungi tanah.  Prinsip dari metode hitungan 

cawan yakni menganggap bahwa setiap sel yang dapat hidup akan 

berkembang menjadi 1 koloni dan koloni tersebutlah yang nantinya akan 

dihitung.  Setelah masa inkubasi, jumlah koloni yang tumbuh dihitung dan 

merupakan perkiraan atau dugaan dari jumlah bakteri dalam suspensi dan 

dikalikan faktor pengenceran. 

 

3.4 Percobaan II: Perakitan mutan FMA melalui iradiasi sinar UV dan 

perendaman EMS 

3.4.1 Rancangan percobaan dan analisis data 

Percobaan ini terbagi ke dalam 2 (dua) sub percobaan yaitu: 

1. Perakitan mutan FMA tahan pemupukan N dan P tinggi melalui iradiasi 

UV. 

2. Perakitan mutan FMA tahan pemupukan N dan P tinggi melalui 

perendaman EMS. 

T0 
T6 

T2 

T4 
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Untuk menjawab pertanyaan dalam perumusan masalah dan untuk menguji 

hipotesis, perlakuan percobaan iradiasi UV diterapkan dengan rancangan acak 

kelompok dengan 6 taraf perlakuan iradiasi UV yaitu kontrol, 0 menit dipaparkan 

sinar UV, 5 menit dipaparkan sinar UV, 10 menit dipaparkan sinar UV, 15 menit 

dipaparkan sinar UV, dan 20 menit dipaparkan sinar UV.  Setiap perlakuan 

diulang sebanyak 3 kali.   

 

Sedangkan untuk percobaan perendaman EMS diterapkan dengan rancangan acak 

kelompok dengan 7 taraf perlakuan perendaman EMS yaitu Kontrol, direndam 

EMS konsentrasi 0 ppm, direndam EMS konsentrasi 10 ppm, direndam EMS 

konsentrasi 20 ppm, direndam EMS konsentrasi 30 ppm, direndam EMS 

konsentrasi 40 ppm, dan direndam EMS konsentrasi 50 ppm, masing-masing 

direndam selama 60 menit.  Setiap perlakuan diulang sebanyak 3 kali.   

 

Setiap spora yang diberi perlakuan UV dan EMS dikecambahkan pada 3 jenis 

larutan yaitu larutan N 800 ppm, larutan P 2000 ppm, dan campuran kedua larutan 

tersebut. 

 

Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif. 

 

3.4.2 Pelaksanaan penelitian 

 

a. Isolasi spora 

Spora  FMA Entrophospora sp. diisolasi dari isolat MV 29 menggunakan metode 

tuang dan saring basah (Gerderman dan Nicolson, 1963) dengan modifikasi sesuai 

prosedur di Laboratorium Produksi Perkebunan.  Langkah-langkah dalam isolasi 

spora isolat MV 29 genus Entrophospora yaitu: 
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Inokulum diambil sebanyak 50 g dan dimasukkan ke dalam gelas beker 2000 ml, 

kemudian ditambahkan dengan air hingga 1000 ml dan diaduk selama ±20 detik.  

Suspensi yang telah diaduk didiamkan selama ±10 detik.  Selanjutnya suspensi 

dituangkan ke penyaringan bertingkat dari atas ke bawah dengan ukuran 150 µm 

dan 45 µm (prosedur ini diulang sebanyak 3 kali).  Selanjutnya saringan dialiri 

dengan air keran secara perlahan untuk meyakinkan bahwa spora terbawa air ke 

saringan bawah dan tidak menempel pada dinding saringan.  Setelah yakin spora 

sudah terkumpul pada saringan bawah, suspensi yang tersaring pada saringan 

ukuran 45 µm dimasukkan ke dalam cawan petri. 

 

Spora yang berhasil tersaring kemudian diamati di bawah mikroskop stereo 

dengan perbesaran 35x dan diisolasi (dipilih spora yang ukuran, warna, dan 

bentuk yang seragam).  Isolasi spora dilakukan secara manual menggunakan 

pinset spora.  Setiap spora dipindahkan menggunakan pinset spora ke dalam 

cawan petri plastik berdiameter 60 mm yang telah berisi 1 ml aquades dan 

dihitung menggunakan hand counter hingga spora terkumpul sebanyak 150 spora.  

Sebanyak 39 cawan petri berisi 150 spora per cawan disiapkan untuk perlakuan 

mutasi, 18 cawan untuk perlakuan sinar UV dan 21 cawan untuk perlakuan 

perendaman EMS.  Spora kemudian dikeringkan dari air dengan menggunakan 

mikropipet 1 ml secara perlahan agar tidak ada spora yang terbuang. 

 

b. Penyiapan larutan N 800 ppm, P 2000 ppm, dan campuran keduanya 

1. Larutan N konsentrasi 800 ppm N 

Larutan N tinggi dengan konsentrasi 800 ppm dibuat dari pupuk Urea berdasarkan 

perhitungan massa atom relatif (AR) N dan massa molekul relatif (MR) Urea.  
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Massa molekul Urea (CO(NH2)2) adalah 60, nilai tersebut diperoleh dari total 

massa atom relatif (AR) penyusun Urea.  AR penyusun-penyusun urea antara lain 

C=12, O=16, 2N=14, 4H=4.  Sehingga untuk membuat larutan N 800 ppm dari 

Urea terlebih dahulu menentukan persentase N dalam Urea, yaitu 28/60=46,6%. 

Larutan 800 ppm N sama artinya dengan melarutkan 800 mg N dengan cara 

menambahkan aquades hingga volumenya mencapai 1 (satu) liter.  Pada 

percobaan ini, larutan N dibuat dari Urea yang mengandung 46,6% sehingga urea 

yang diperlukan untuk membuat larutan N 800 ppm adalah 1716,7 mg urea/l atau 

1,72 g urea/l. 

 

Proses pembuatan larutan dimulai dengan menimbang sebanyak 1,72 g urea 

menggunakan timbangan digital.  Selanjutnya urea tersebut dimasukkan ke dalam 

beaker glass ukuran 2000 ml dan ditambahkan aquades steril hingga volume 

mencapai 1000 ml.  Setelah itu larutan dihomogenkan menggunakan magnetic 

stirrer. 

 

2. Larutan P konsentrasi 2.000 ppm 

Larutan P tinggi dengan konsentrasi 2000 ppm dibuat dari KH2PO4 berdasarkan 

perhitungan massa atom relatif (AR) P dan massa molekul relatif (MR) KH2PO4.  

Massa molekul KH2PO4 adalah 135, nilai tersebut diperoleh dari total massa atom 

relatif (AR) penyusunnya.  AR penyusun-penyusun urea antara lain K=38, 2H=2, 

P=31, 4O=64.  Sehingga untuk membuat larutan P 2000 ppm dari KH2PO4 

terlebih dahulu menentukan persentase P dalam KH2PO4, yaitu 31/135=23%. 

Larutan P 2000 ppm sama artinya dengan melarutkan 2000 mg P dengan cara 

menambahkan aquades hingga volumenya mencapai 1 (satu) liter.  Pada 
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percobaan ini, larutan P dibuat dari KH2PO4 yang mengandung 23% sehingga 

KH2PO4 yang diperlukan untuk membuat larutan P 2000 ppm adalah 8.695,6 mg 

KH2PO4/l atau 8,70 g KH2PO4/l. 

 

Sebanyak 8,70 g KH2PO4 ditimbang dan dimasukkan ke dalam beaker glass 

ukuran 2000 ml dan ditambahkan aquades steril hingga volume mencapai 1000 

ml.  Selanjutnya larutan dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer.  

 

3. Campuran larutan N tinggi dan P tinggi 

Larutan dibuat dengan menimbang 0,86 g urea dan 4,35 g KH2PO4, selanjutnya 

dimasukkan ke dalam beaker glass 2000 ml.  Aquades ditambahkan ke dalam 

beaker glass tersebut hingga volume mencapai 1000 ml.  Selanjutnya larutan 

dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer. 

 

c. Penyiapan larutan EMS konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm 

Larutan dibuat dengan terlebih dahulu membuat larutan stok EMS 500 ppm.  

Sebanyak 0,5 ml EMS dilarutkan ke dalam aquades steril hingga volumenya 

mencapai 1 liter.  Setelah itu dihomogenkan dengan menggunakan magnetic 

stirrer. 

 

Selanjutnya larutan EMS 50 ppm dibuat melalui pengenceran 10 ml larutan stok 

500 ppm dilarutkan ke dalam aquades steril hingga volumenya mencapai 100 ml.  

Larutan EMS 40 ppm dibuat melalui pengenceran 8 ml larutan stok 500 ppm 

dilarutkan ke dalam aquades steril hingga volumenya mencapai 100 ml.  Larutan 

EMS 30 ppm dibuat melalui pengenceran 6 ml larutan stok 500 ppm dilarutkan ke 

dalam aquades steril hingga volumenya mencapai 100 ml.  Larutan EMS 20 ppm 
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dibuat melalui pengenceran 4 ml larutan stok 500 ppm dilarutkan ke dalam 

aquades steril hingga volumenya mencapai 100 ml.  Larutan EMS 10 ppm dibuat 

melalui pengenceran 2 ml larutan stok 500 ppm dilarutkan ke dalam aquades steril 

hingga volumenya mencapai 100 ml.  Setelah itu setiap larutan dihomogenkan 

dengan menggunakan magnetic stirrer. 

 

Semua kegiatan penyiapan larutan EMS dilakukan di dalam ruang asam. 

 

d. Iradiasi UV 

Spora FMA (150 spora/perlakuan) yang telah diisolasi di cawan-cawan petri 

tertutup, disinari sinar UV dengan panjang gelombang 254 nm selama 0 (tanpa 

iradiasi UV), 5, 10, 15, dan 20 menit di dalam UV chamber dengan jarak lampu 

UV dan sampel sepanjang 15 cm.  Setelah iradiasi, petri yang berisi spora 

kemudian diinkubasi di dalam ruang  gelap selama 24 jam pada suhu 20
o
C. 

 

e. Perendaman dengan EMS 

Spora FMA (150 spora/perlakuan) yang telah diisolasi di cawan petri tertutup 

selanjutnya dimasukkan ke ruang asam.  Menggunakan micropippet, sebanyak 10 

ml EMS ditambahkan ke dalam tiap cawan petri sesuai perlakuan, yaitu EMS 

konsentrasi 0 (tanpa direndam EMS), 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm dan dibiarkan 

selama 60 menit di dalam ruang asam dalam kondisi cawan petri tertutup pada 

suhu ruang.  Selanjutnya larutan EMS dibuang menggunakan micropippet secara 

perlahan agar tidak ada spora yang terbuang, prosedur ini dilakukan pada semua 

perlakuan.  Setelah EMS kering, sebanyak 10 ml phosphate buffer steril (pH 7) 

ditambahkan pada tiap cawan petri dan dibiarkan selama 10 menit dalam kondisi 

cawan petri tertutup, prosedur ini diulang sebanyak 2 kali.  Phosphate buffer steril 
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dibuang kembali menggunakan micropippet dan spora selanjutnya diinkubasi 

dalam incubator selama 24 jam pada suhu 20
o
C.  

 

e. Pengecambahan spora 

Setiap spora yang sudah diberi perlakuan mutasi buatan (iradiasi sinar UV dan 

perendaman EMS), selanjutnya dikecambahkan.  Masing-masing lubang cell 

culture cluster terlebih dahulu diisi larutan N 800 ppm, P 2000 ppm atau 

campuran keduanya menggunakan micropippet 200µl.  Sebanyak 50 spora dari 

tiap perlakuan, satu persatu diambil menggunakan pinset spora dan dimasukkan 

ke dalam lubang cell culture cluster yang berisi larutan N 800 ppm.  Pada tiap 

cawan petri perlakuan, prosedur yang sama dilakukan pada 50 spora kedua yang 

dimasukkan ke dalam lubang cell culture cluster yang telah berisi larutan P 2000 

ppm, dan 50 spora terakhir yang dimasukkan ke dalam lubang cell culture cluster 

yang berisi campuran larutan N dan P tinggi.   

 

Selanjutnya untuk 50 spora perlakuan kontrol, setiap spora tanpa perlakuan 

tersebut dikecambahkan pada lubang cell culture cluster yang berisi aquades 

steril.  Prosedur ini dilakukan di bawah mikroskop stereo perbesaran 35x.   

Setelah semua lubang cell culture cluster terisi spora, yaitu satu spora per lubang, 

selanjutnya cell culture cluster ditutup dan dibungkus dengan menggunakan 

plastik hitam dan diberi label.  Untuk pengecambahan spora FMA, cell culture 

cluster tersebut dimasukkan ke dalam inkubator pada suhu 30
o
C selama 4 minggu. 

Spora yang berhasil tumbuh pada kondisi media tertentu diduga sebagai mutan 

yang tahan terhadap kondisi tersebut.  Spora yang berkecambah dihitung 

persentase perkecambahannya dengan rumus berikut: 
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% spora berkecambah =       Jumlah spora berkecambah       x 100% 

      Jumlah spora yang dikecambahkan 

 

 

3.5 Percobaan III: Kemampuan infeksi akar FMA diduga mutan dan wild 

type 

 

3.5.1 Rancangan percobaan dan analisis data 

Untuk menjawab pertanyaan dalam perumusan masalah dan untuk menguji 

hipotesis, perlakuan diterapkan dengan rancangan acak kelompok (RAK) non 

faktorial dengan 3 perlakuan sebanyak 5 ulangan.  Perlakuan yang diuji adalah 

inokulasi akar dengan 3 (tiga) macam kecambah spora FMA, yaitu 

kontrol/kecambah spora wild type, diduga mutan dari hasil iradiasi UV, dan 

diduga mutan dari hasil perendaman EMS. 

Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif. 

 

3.5.2 Pelaksanaan penelitian 

a. Pengisian media tanam 

1. Sterilisasi media 

Pasir yang dipilih adalah pasir halus yang selanjutnya sebanyak ± 10 Kg pasir 

dimasukkan ke dalam 3 kantong plastik tahan panas dan ditambahkan aquades ke 

dalam plastik tersebut hingga pasir cukup lembab.  Selanjutnya plastik yang berisi 

pasir tersebut diikat menggunakan tali plastik dan dimasukkan ke dalam autoklaf.  

Autoklaf diatur pada sterilisasi suhu 121
o
C selama 60 menit.  Setelah proses 

sterilisasi dengan autoklaf selesai, pasir dikeluarkan dari autoklaf dan dibiarkan 

dingin dalam keadaan plastik tetap terikat.  Pasir yang telah dingin selanjutnya 

dimasukkan ke dalam ember 10 L dan ditambahkan air bersih hingga pasir 

terendam.  Campuran pasir dan air tersebut diaduk menggunakan kayu pengaduk, 
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kemudian air dibuang (proses ini dilakukan hingga 7 kali atau hingga air tidak lagi 

keruh). 

 

Sterilisasi zeolit berbeda dengan pasir, zeolit cukup dicuci dengan cara 10 Kg 

zeolit dimasukkan ke dalam ember 10 L dan ditambahkan air bersih hingga 

terendam.  Campuran zeolit dan air tersebut diaduk menggunakan kayu pengaduk, 

kemudian air dibuang (proses ini dilakukan hingga 5 kali atau hingga air tidak lagi 

keruh).  

 

2. Pengisian media tanam 

 

Media tanam yang digunakan adalah campuran pasir dan zeolit dengan 

perbandingan 2:1 berdasarkan volume.  Media tersebut dimasukkan ke dalam 

tabung kaca ukuran diameter 3 cm dan tinggi 15 cm dengan menggunakan 

sendok, hingga media mengisi ¾ bagian tabung. 

 

b. Penyiapan kecambah FMA  

Dari percobaan II, diperoleh perlakuan terbaik untuk mendapatkan mutan.  

Selanjutnya pada tahap ini, perlakuan tersebut diulang kembali dengan jumlah 

spora yang lebih banyak untuk mendapatkan mutan yang akan diinokulasikan ke 

akar tanaman.   

1. Isolasi spora 

Spora diisolasi dari inokulum MV 29 sebanyak 500 spora untuk tiap perlakuan.  

Spora  FMA Entrophospora sp. diisolasi dari isolat MV 29 (sama dengan 

prosedur isolasi pada halaman 37 paragraf ke-1 ).  Prosedur ini diulang sebanyak 

3 kali untuk 3 kelompok. 
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2. Penyiapan larutan N 800 ppm dan P 2000 ppm  

Prosedur penyiapan N 800 ppm dan P 2000 ppm dapat dilihat pada halaman 37 

paragraf ke-3 dan 38 paragraf ke-3 .  Larutan yang telah homogen selanjutnya 

dimasukkan ke dalam cawan petri plastik ukuran 6 cm menggunakan micro 

pippet.  

 

c. Perlakuan mutasi 

Pada percobaan ini, untuk mendapatkan spora mutan dilakukan perlakuan mutasi 

dengan cara: 

1. Kontrol: spora yang telah diisolasi dan tidak diberi perlakuan mutasi, 

diinkubasi pada ruang gelap selama 24 jam pada suhu 20
o
C, selanjutnya tiap 

100 spora dikecambahkan pada cawan plastik ukuran 6 cm yang telah diisi 

aquades steril. 

2. Mutan UV: spora yang telah diisolasi diberi perlakuan iradiasi UV terbaik 

(yaitu lama penyinaran UV yang menghasilkan mutan terbanyak pada 

percobaan II), diinkubasi pada ruang gelap selama 24 jam pada suhu 20
o
C, 

selanjutnya tiap 100 spora dikecambahkan pada cawan plastik diameter 6 cm 

yang telah diisi larutan N tinggi,  P tinggi, atau campuran kedua larutan 

tersebut. 

3. Mutan EMS: spora yang telah diisolasi diberi perlakuan perendaman EMS 

konsentrasi terbaik terbaik (yaitu konsentrasi EMS yang menghasilkan mutan 

terbanyak pada percobaan II), diinkubasi pada ruang gelap selama 24 jam pada 

suhu 20
o
C, selanjutnya tiap 100 spora dikecambahkan pada cawan plastik 

ukuran 6 cm yang telah diisi larutan N tinggi,  P tinggi, atau campuran kedua 

larutan tersebut. 
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Prosedur di atas dilakukan di bawah mikroskop stereo perbesaran 35x.  Setelah 

semua cawan plastik terisi spora dan ditutup dengan tutup cawan tersebut, 

selanjutnya cawan disusun satu tingkatan pada nampan plastik dan dibungkus 

dengan menggunakan plastik hitam dan diberi label.  Untuk pengecambahan spora 

FMA, nampan berisi cawan petri tersebut dimasukkan ke dalam inkubator pada 

suhu 30
o
C selama 30 hari.  Kecambah spora pada hari ke 4, 15, dan 30 diambil 

menggunakan pinset spora untuk diinokulasikan pada akar kecambah jagung. 

d. Penyemaian benih jagung 

Untuk memperoleh kecambah yang sehat, benih jagung disemai pada media steril.  

Pasir steril yang dipilih sebagai media penyemaian dimasukkan ke dalam nampan 

semai dan diratakan.  Lubang tanam dibuat dengan jarak 3 x 3 cm dengan 

kedalaman 2 cm pada media tersebut.  Benih jagung dimasukkan ke dalam lubang 

tanam sebanyak satu benih tiap lubang tanam.  Media yang sudah ditanami jagung 

tersebut kemudian ditutup kembali dengan selapis pasir steril.  Semaian 

selanjutnya diletakkan di rumah kaca, disiram tiap pagi dan sore hari 

menggunakan hand sprayer, kecambah akan diperoleh setelah semaian berumur 7 

hari setelah semai. 

 

e. Penanaman dan aplikasi FMA 

Sebelum dilakukan penanaman, terlebih dahulu dipilih kecambah jagung yang 

sehat.  Pada akar kecambah jagung kemudian diinokulasikan FMA yang telah 

berkecambah sesuai perlakuan.  Setiap spora yang telah berkecambah pada hari ke 

4, 15, dan 30 dalam satu cawan petri perlakuan mutan dianggap sebagai 
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perwakilan mutan tersebut.  Setiap satu spora yang berkecambah diinokulasikan 

pada satu akar kecambah jagung dan masing-masing ditanam dalam satu tabung.   

 

Inokulasi FMA pada akar tanaman dilakukan dengan cara membuat lubang tanam 

menggunakan spatula dengan diameter 2,5 cm dan kedalaman 5 cm pada tabung 

kaca yang telah berisi media tanam.  Selanjutnya satu kecambah jagung sehat 

yang telah dipilih, diamati akarnya di bawah mikroskop stereo perbesaran 45x dan 

ditentukan calon rambut akar yang akan diinokulasikan kecambah FMA.  Secara 

hati-hati kecambah FMA pada cawan petri diambil dengan menggunakan pinset 

spora agar hifa tidak putus.  Kecambah FMA tersebut selanjutnya ditempelkan 

(diinokulasikan) pada calon rambut akar yang telah ditentukan.  Kecambah FMA 

yang telah menempel pada akar tersebut selanjutnya dibungkus menggunakan 

kertas merang yang telah dipotong segitiga sama sisi dengan ukuran ± 10 mm, 

untuk memastikan kecambah FMA tetap menempel pada akar (Gambar 9).   

 
 

Gambar 9. Akar bibit jagung yang siap diinokulasi kecambah FMA (A), 

kertas merang berbentuk segitiga disiapkan di akar yang akan 

diinokulasi kecambah FMA (B), akar yang telah diinokulasikan 

kecambah FMA dibungkus menggunakan kertas merang yang 

dilipat/diikat (C). 

 

 

Tanaman yang telah diberi perlakuan inokulasi FMA selanjutnya ditanam pada 

media tanam dengan memasukkan akar tanaman secara hati-hati ke dalam lubang 
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tanam, bibit ditanam dengan posisi tegak pada lubang tanam, kemudian lubang 

tanam ditutup media tanam kembali dengan menggunakan spatula dan agak 

sedikit ditekan.  Prosedur yang sama diulang hingga semua spora FMA yang 

berkecambah pada cawan petri perlakuan  telah diinokulasikan semua.  Tabung 

kaca yang berisi tanaman jagung yang sudah diinokulasi kecambah FMA 

selanjutnya dibungkus plastik hitam dan diletakkan pada rak di rumah kaca 

(Gambar 10). 

 
 

 

Gambar 10. Tanaman jagung yang diinokulasi FMA. 

 

 

f. Pemeliharaan 

Pemeliharaan tanaman jagung meliputi penyiraman, penyiangan gulma, 

pengendalian hama, dan penyakit serta pemupukan.  Penyiraman dilakukan secara 

teratur 1 kali sehari untuk memenuhi kebutuhan air agar tanaman tidak 

kekeringan.  Penyiraman dilakukan dengan cara menambahkan air steril pada 

media tanam sebanyak 5 ml menggunakan micropippet.  Pengendalian hama dan 

penyakit dilakukan dengan cara manual membuang hama yang terdapat pada 

tanaman atau membuang bagian tanaman yang terserang penyakit.  Pada minggu 

ke-1 dan ke-2 setelah tanam, tanaman dipupuk dengan menggunakan pupuk urea 

dengan konsentrasi 2 g/l dan setiap tanaman, diberikan pupuk sebangak 5 ml per 

tanaman menggunakan micropippet. 
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g. Penghitungan persen infeksi akar 

1. Persiapan akar 

Tanaman jagung yang telah berumur satu bulan setelah tanam dikeluarkan dari 

tabung dan diberi label sesuai perlakuan.  Selanjutnya akar dipisahkan dari media 

tanam dengan cara mencuci akar dengan air mengalir secara hati-hati agar kertas 

merang yang diikatkan pada titik inokulasi FMA tidak terlepas.  Pada akar yang 

telah dibersihkan tersebut, kemudian diambil sampel akar dari titik inokulasi 

FMA (dianggap titik 0 cm) sampai ujung akar tersebut.   Akar selanjutnya 

dimasukkan ke dalam botol film dan diberi label.  Kemudian akar dicuci kembali 

dengan menggunakan air mengalir hingga akar bersih dari sisa media tanam dan 

kotoran lainnya.   

 

Akar yang telah bersih dimasukkan kembali ke dalam botol film dan ditambahkan 

KOH 10% sampai seluruh akar terendam, lalu dikukus dalam waterbath pada 

suhu 70
o
C selama 10 menit untuk membersihkan akar dari sitoplasma, kemudian 

larutan KOH 10% dibuang.  Selanjutnya ditambahkan H2O2 3,5% ke dalam botol 

film hingga akar terendam, lalu dikukus dalam waterbath pada suhu 70
o
C selama 

5 menit untuk proses bleaching akar.  Selanjutnya larutan H2O2 3,5% dibuang dan 

akar dicuci dengan air mengalir, dimasukkan kembali ke dalam botol film, dan 

direndam dengan menggunakan HCl 1 % selama 1 menit.  Setelah itu, HCl 

dibuang dan akar diwarnai dengan cara direndam dalam larutan trypan blue 0,05 

% dan dikukus kembali menggunakan waterbath selama 5 menit pada suhu 70
o
C.  

Akar yang sudah diwarnai diletakkan di atas kaca preparat.  
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2. Penghitungan persentase akar 

Akar yang telah disiapkan sebelumnya, diamati di bawah mikroskop majemuk 

dengan perbesaran 100 kali.  Akar dinyatakan terinfeksi apabila ditemukan spora 

intraseluler, vesikula, hifa intraradik, hifa ekstraradik, atau arbuskula.  Persen 

infeksi akar dihitung dari jumlah akar yang terinfeksi dibagi dengan jumlah 

seluruh potongan akar yang diamati (Brundrett dkk., 1996). 

 

Rumus yang digunakan untuk menghitung persentase infeksi akar sebagai berikut: 

% infeksi akar = ∑ pengamatan yang positif terinfeksi FMA  x 100% 

                       ∑ total pengamatan 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1 Simpulan 

Adapun simpulan dari rangkaian penelitian ini antara lain:  

1. Percobaan I 

a. Perbedaan cara pemupukan memberikan pengaruh yang berbeda pada 

kandungan N total, P tersedia, dan P total pada tanah terpapar pupuk, serta 

jumlah koloni bakteri dan fungi tanah.   

b. Pemupukan dengan cara alur menghasilkan kandungan N total, P tersedia, 

serta P total tertinggi, secara berturut-turut 3.688,63 ppm, 63,81 ppm, dan 

3.355,23 ppm.  Sebaliknya kandungan pupuk yang tinggi tersebut 

menyebabkan penurunan tajam pada jumlah koloni bakteri dan fungi 

tanah. 

2. Percobaan II 

a. FMA diduga mutan dapat diperoleh melalui iradiasi UV dan perendaman 

EMS.   

b. Iradiasi UV 10 menit dan perendaman EMS (60 menit) dengan 

konsentrasi EMS 30 ppm menghasilkan FMA diduga mutan terbanyak 

sesuai kriteria.  
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3. Percobaan III 

a. Pada uji kemampuan infeksi akar spora-spora diduga mutan hasil 

Percobaan II, tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara persen 

infeksi akar FMA diduga mutan maupun wild type.   

b. Persen infeksi akar spora yang lebih dulu berkecambah lebih rendah 

dibandingkan persen infeksi akar spora yang berkecambah lebih lama, 

baik spora wild type, diduga mutan UV, dan diduga mutan EMS. 

 

5.2 Saran 

Untuk menunjang dan memperkuat hasil dari penelitian ini adalah pengukuran N 

total yang dilakukan pada Percobaan I perlu dilakukan dalam jangka waktu yang 

lebih singkat (kurang dari 2 minggu) untuk memperoleh hasil yang lebih optimal.  

Selain itu, FMA diduga mutan pada hasil Percobaan II perlu dilakukan 

pembuktian melalui squensing DNA untuk mengetahui apakah FMA yang 

diperoleh benar-benar merupakan mutan dan juga mengetahui bagian DNA yang 

mengalami perubahan tersebut.  Jika diperoleh hasil squensing DNA bahwa FMA 

tersebut adalah mutan, lebih lanjut perlu dilakukan pengujian daya dukung mutan-

mutan tersebut terhadap pertumbuhan tanaman.  Hal yang lebih penting dilakukan 

jika benar diperoleh mutan adalah mengetahui bagaimana mempertahankan mutan 

tersebut dalam jangka waktu lama.  Salah satunya dapat dengan menciptakan 

inang yang tahan pemupukan N dan P tinggi melalui mutasi. 
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