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ABSTRAK

KEMELIMPAHAN BAKTERI DAN FUNGI RHIZOSFER PADA FASE
PERKECAMBAHAN 4 VARIETAS KEDELAI (Glycine max (L.) Merill)
BERBASIS POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

Oleh

ADINDA NURULITA PUTRI

Tanaman kedelai (Glycine max (L.) Merill) merupakan salah satu sumber pangan
terutama protein terpenting bagi masyarakat Indonesia. Permintaan kedelai terus
meningkat, namun produksi kedelai domestik terus menurun setiap tahunnya.
Produksi kedelai dipengaruhi oleh berbagai faktor, seperti perkecambahan
tanaman. Komposisi dan diversitas komunitas mikroorganisme tanah seperti
bakteri dan fungi rhizosfer juga menjadi bagian esensial yang mempengaruhi
pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui kemelimpahan bakteri dan fungi di rhizosfer kedelai pada fase
perkecambahan berbasis Polymerase Chain Reaction (PCR).Sampel merupakan
tanah dari perakaran tanaman kedelai dengan 4 varietas berbeda, yaitu Anjasmoro,
Argomulyo, Dena-1, dan Devon-1 dengan 4 ulangan tiap varietas, yang diambil
secara acak sebanyak 3 sampel dari masing-masing ulangan. Penelitian ini
menggunakan rancangan non faktorial yang disusun dengan Rancangan Acak
Lengkap dan dianalisis dengan software online GerminaQuant, dianalisis ragam,
dan dilakukan uji lanjut Beda Nyata Terkecil (BNT) program statistika RStudio.
Sampel diekstraksi dengan metode kit Promega. Sekuen 16s rRNA diamplifikasi
dengan primer 63F dan 1387R sedangkan sekuen 28s rDNA diamplifikasi dengan
primer ITS1F dan ITS4R. Hasil amplifikasi divisualisasi dengan metode capillary
electrophoresis digital. Visualisasi menunjukkan pita dengan ketebalan berbeda
yang mengindikasikan perbedaan kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer.
Varietas dengan viabilitas terbaik adalah varietas Argomulyo, dengan nilai 99,0%,
sedangkan indeks vigor benih tertinggi pada Devon-1 yaitu 0,215. Pita fragmen
DNA bakteri dan fungi rhizosfer kedelai paling tebal ditunjukkan oleh varietas
Anjasmoro dan Dena-1, berturut-turut. Hal ini mengindikasikan bahwa, fungi pada
varietas Dena-1. Viabilitas dan vigor berkorelasi positif dengan kemelimpahan
bakteri dan fungi rhizosfer dengan nilai 0,935 dan 0,263.

Kata Kunci : Kedelai, Perkecambahan, Rhizosfer, Bakteri, Fungi, Korelasi
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tanaman kedelai (Glycine max (L.) Merill) merupakan tanaman pangan dari jenis
kacang-kacangan.yang menjadi salah satu sumber pangan terutama protein
terpenting bagi masyarakat Indonesia. Berbagai bahan pangan berbahan dasar
kedelai, seperti tempe, tahu, susu, tauco, tepung,dan lain sebagainya. Tempe dan
tahu pun banyak dikembangkan kembali menjadi makanan selain lauk-pauk,
seperti menjadi makanan ringan berupa keripik tempe, tempe mendoan, gorengan,
dan banyak makanan lain. Kedelai menjadi pilihan tidak hanya disebabkan oleh
cita rasanya yang gurih, namun juga karena gizi yang terkandung di dalamnya.
Kanchana (2016) menyatakan bahwa, kacang kedelai mengandung protein (34%),
minyak (19%), karbohidrat (34%),dan vitamin seperti isoflavon, tiamin,
riboflavin, dan asam folat. Kacang kedelai juga merupakan sumber mineral seperti

kalsium, zat besi, zat besi, seng, fosfor, dan magnesium.

Menurut Kementrian Pertanian (2017), produksi kedelai domestik hanya mampu
memenuhi + 15 % dari total keseluruhan permintaan kedelai, sehingga sisa
kebutuhan kedelai yang mencapai + 85% dipenuhi dengan melakukan impor.
Produksi kedelai domestik pun diketahui terus menurun setiap tahunnya.
Berdasarkan data Dinas Tanaman Pangan dan Hortikultura Lampung (2020),
produktivitas kedelai di Lampung mengalami penurunan dari tahun 2017 ke tahun

2018. Produktivitas pada tahun 2017 yang semula 13,50 kuintal/ha turun menjadi



13,20 kuintal/ha pada tahun 2018. Kemudian, produksi kedelai di Lampung pada
tahun 2018 yaitu 70.012 ton, kemudian turun menjadi 12.318 ton pada tahun
2019. Produksi tanaman kedelai tersebut dapat dipengaruhi oleh berbagai faktor,
seperti bagaimana fase awal perkembangan tanaman tersebut. Perkembangan
tanaman diawali dengan terjadinya proses perkecambahan benih (Wolny et al.,
2018). Hal ini mendukung pernyataan Cardoso et al.(2015) bahwa
perkecambahan merupakan proses krusial pada perkembangan tanaman. Tolok
ukur daya perkecambahan benih dapat terlihat dari viabilitas dan vigor benih
tersebut. Viabilitas benih merupakan kemampuan benih untuk berkecambah dan
menghasilkan tanaman muda yang normal pada kondisi optimum (Tsvetkova et
al., 2021), sedangkan vigor benih merupakan potensi benih untuk dapat
berkecambah dengan cepat dan seragam pada berbagai kondisi lingkungan (Wang
et al., 2019). Benih dengan viabilitas dan vigor rendah atau bahkan kehilangan
viabilitas dan vigornya akan menyebabkan tanaman tidak dapat tumbuh dengan
baik atau bahkan tidak tumbuh sama sekali, sehingga hal ini dapat mempengaruhi

produksi tanaman tersebut, baik dari segi kualitas maupun kuantitas.

Perkecambahan dapat dipengaruhi oleh varietas benih itu sendiri maupun
lingkungan tumbuh benih, seperti media perkecambahan yang digunakan. Setiap
varietas kedelai memiliki karakteristik benih dan hasil tanaman yang beragam.
Varietas dapat mempengaruhi kondisi fisik benih dan ketahanan terhadap
cekaman lingkungan. Kondisi fisik seperti permeabilitas kulit benih berpengaruh
pada proses imbibisi. Proses imbibisi melibatkan penyerapan air dari media
perkecambahan ke dalam benih, sehingga benih kering terpacu untuk bertransisi
menjadi tanaman hidup (Belin et al.,2018). Kulit benih dengan permeabilitas
rendah akan kesulitan menyerap air dari lingkungan, sehingga air tidak dapat
masuk ke dalam benih. Selain mempengaruhi kulit benih, varietas juga
mempengaruhi ukuran benih kedelai, sehingga terdapat benih berukuran besar ,
sedang, dan kecil. Menurut Kering & Zhang (2015), pada kondisi optimum
sekalipun, daya berkecambah benih berukuran kecil lebih rendah dari benih

berukuran besar.



Perkecambahan benih juga dipengaruhi oleh tanah yang digunakan sebagai media
perkecambahan benih tersebut. Benih membutuhkan tanah yang kaya nutrisi agar
dapat berkecambah dengan baik. Nutrisi tanah dipengaruhi pula oleh keberadaan
mikroorganisme rhizosfer pada tanah tersebut. Nutrisi tanah dapat berasal dari
perombakan materi organik organisme yang berada di tanah. Menurut Ma et al.
(2019), mikroorganisme yang terdapat di zona rhizosfer dapat membantu proses
perombakan atau dekomposisi tersebut. Menurut Larekeng et al.(2019), aktifitas
fisiologis mikroorganisme rhizosfer berperan penting pada kekayaan tanah,
penyerapan nutrisi, pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Mikroorganisme
rhizosfer berperan krusial dan langsung dalam meningkatkan kesehatan, kualitas,
dan kesuburan tanah yang sangat berkontribusi terhadap kualitas dan hasil produk
budidaya (Wang et al., 2020). Zhu et al.(2021) menyatakan bahwa,
mikroorganisme rhizosfer juga berpengaruh pada ketahanan tanaman terhadap
penyakit.

Mikroorganisme yang terdapat pada zona rhizosfer diantaranya yaitu bakteri dan
fungi. Mikroorganisme ini dapat membantu sirkulasi nutrisi seperti karbon,
nitrogen, fosfor, dan sulfur, memperbaiki polusi lingkungan, dan menjaga
kestabilan terestrial (Yang et al., 2021). Bakteri rhizosfer dapat berperan dalam
penambatan unsur nitrogen yang dibutuhkan dalam jumlah cukup besar untuk
proses fisiologis bagi tanaman (Shahrajabian et al., 2021). Menurut Widawati
(2015), bakteri penambat nitrogen ini digolongkan menjadi 2 jenis, yaitu
simbiotik yang perlu bersimbiosis dengan akar tanaman untuk menambat nitrogen
dan non-simbiotik yang tidak memerlukan simbiosis untuk dapat menambat
nitrogen. Nitrogen yang tersedia bebas di udara berbentuk N sehingga tidak dapat
langsung diserap oleh tanaman dan perlu melewati proses fiksasi menjadi NH4"
dan NOz" yang dapat diserap tanaman. Selain bakteri, zona rhizosfer juga
diperkaya oleh mikroorganisme dari jenis fungi. Fungi ini membantu tanmaan
mendapatkan nutrisi, meningkatkan pertumbuhan dan perkembangan tanaman,
meningkatkan resistensi terhadap stress abiotik, dan menjaga stabilitas zona
rhizosfer di sekitar tanaman inang (Yang et al., 2021). Beberapa jenis fungi

berperan dalam siklus ketersediaan nutrisi dan mengandung biokontrol melawan



mikroorganisme patogen (Qiao et al., 2018). Fungi di zona rhizosfer juga
berperan dalam mendegradasi substrat kompleks yang berasal dari tanaman
sebelumnya di zona tersebut (Zhang et al., 2019). Fosfor anorganik diserap oleh
fungi dan diubah menjadi arginin dan polifosfat, kemudian ditranslokasikan ke
tanaman melalui hifa fungi tersebut (Madigan et al., 2019).

Berdasarkan pentingnya peranan bakteri dan fungi rhizosfer tersebut terhadap
pertumbuhan tanaman, maka kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer yang
terdapat pada tanah sebagai media tanam akan mempengaruhi pertumbuhan dan
perkembangan tanaman tersebut, termasuk pada fase perkecambahan benih.
Namun, hingga saat ini belum ada penelitian yang menganalisis kemelimpahan
bakteri dan fungi rhizosfer pada tanah media perkecambahan benih kedelai pada 4
varietas berbeda dan mengetahui pengaruhnya terhadap viabilitas dan vigor benih
tersebut. Oleh karena itu, diperlukan penelitian untuk menganalisis kemelimpahan
bakteri dan fungi rhizosfer pada tanah media perkecambahan agar dan mengetahui

pengaruhnya terhadap viabilitas dan vigor benih 4 varietas kedelai yang berbeda.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas, maka terbentuk rumusan masalah sebagai

berikut :

1. Apakah terdapat perbedaan antara komponen perkecambahan benih 4 varietas
kedelai?

2. Bagaimanakah kondisi kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer masing-
masing varietas?

3. Apakah korelasi yang terdapat pada komponen perkecambahan dengan

kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer?



1.3 Tujuan Penelitian

Berdasarkan latar belakang dan masalah yang telah dikemukakan, maka dilakukan

penelitian dengan tujuan sebagai berikut :

1. Untuk mengetahui perbedaan antara komponen perkecambahan benih 4 varietas
kedelai kedelai

2. Untuk mengetahui kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer masing-masing
varietas

3. Untuk mengetahui korelasi komponen perkecambahan dengan kemelimpahan

bakteri dan fungi rhizosfer

1.4 Landasan Teori dan Kerangka Pemikiran

Produksi dan produktivitas tanaman kedelai yang tidak stabil ini dapat disebabkan
oleh berbagai faktor. Salah satu faktor krusial yang menentukan produksi dan
produktivitas tanaman kedelai adalah perkecambahan benih kedelai, Farajollahi
(2014) menyatakan bahwa perkecambahan benih termasuk fase kritis dalam siklus
kehidupan tanaman untuk dapat bertahan hidup. Perkecambahan benih merupakan
fase saat bagian termuda tanaman (embrio) melanjutkan aktifitas fisiologisnya dan
menjadi titik awal pertumbuhan tanaman tersebut sebagai tanaman baru (Guo et
al.,2020). Perkecambahan benih dapat diukur dari viabilitas dan vigor benih
tersebut. Rao et al.(2006) menyatakan bahwa viabilitas menunjukkan jumlah
benih yang dapat bertahan dan bisa berkembang menjadi tanaman normal pada
kondisi yang sesuai. Benih yang telah kehilangan viabilitasnya dapat dikatakan
sebagai benih mati sehingga tidak dapat berkecambah meskipun diberikan
perlakuan apapun. Sedangkan, vigor menunjukkan kemampuan benih untuk dapat
berkecambah, kecepatan membentuk bibit, seragam, dan kokoh dalam segala
kondisi termasuk kondisi suboptimum (Savage & Bassel, 2016). Benih dengan
vigor rendah akan tumbuh dengan lambat dan tidak serempak , sehingga dapat

meningkatkan persaingan antar kecambah maupun tanaman yang tumbuh.



Keberhasilan perkecambahan benih dipengaruhi oleh faktor internal yang berasal
dari dalam itu sendiri dan faktor eksternal yang berasal dari luar benih tersebut.
Menurut Murniati (2017), salah satu faktor internal pada perkecambahan benih
adalah genetik benih tersebut yang mempengaruhi kondisi fisik benih dan
komposisi kimia benih. Genetik benih dipengaruhi oleh perbedaan varietas benih
tersebut. Sedangkan, faktor eksternal berkaitan dengan lingkungan di sekitar
benih, seperti ketersediaan air dan hara pada media untuk benih tersebut
berkecambah. Benih sangat sensitif pada kondisi cekaman lingkungan (Kundrat et
al., 2017). Benih akan berkecambah setelah menyerap air dari sekitar
lingkungannya (Mwami et al., 2017). Di sisi lain Martinez-Ballesta et al.(2020)

menyatakan bahwa benih juga terstimulasi pada tanah kaya nutrisi.

Ketersediaan air dan hara di dalam tanah berkorelasi terhadap kemelimpahan
mikroorganisme, seperti bakteri dan fungi yang berada di zona rhizosfer.
Ketersediaan air berpengaruh pada kelembaban tanah. Penurunan kelembaban
tanah menyebabkan terjadinya penurunan aktifitas mikroba (Jiang et al., 2021).
Namun, Kim et al.(2008) menyatakan bahwa bakteri tidak melimpah pada kondisi
tanah berair. Oleh karena itu, kondisi kelembaban tanah yang terlalu ekstrim

rendah maupun tinggi diduga tidak kondusif bagi mikroba (Bian et al., 2022).

Diversitas mikroorganisme merupakan bagian esensial bagi kesuburan dan
ketersediaan nutrisi tanah. Mikroorganisme tanah mendukung pertumbuhan
tanaman melalui beberapa proses seperti fiksasi nitrogen, sintesis hormon, dan
peredaran nutrisi dari dekomposisi sisa tanaman (Wangetal.,2020). Bakteri
rhizosfer mempermudah kelarutan fosfat yang bermobilitas rendah di tanah
sehingga lebih mudah diserap oleh tanaman. Bakteri rhizosfer juga berperan
sebagai bakteri pemfiksasi nitrogen atmosfer (N2) menjadi ammonia (NH3)
(Aasfar et al., 2021). Menurut Igiehon & Babalola (2018), bakteri rhizosfer
memiliki gen Nif yang bertanggung jawab untuk mengkode enzim nitrogenase
yang dapat mereduksi dinitrogen (N2) yang tersedia bebas di atmosfer namun

tidak dapat langsung digunakan oleh tanaman menjadi ammonium (NH4").



Kemudian, menurut Murali et al.(2021), fungi dapat melarutkan unsur seperti
fosfor (P), kalium (K), seng (Zn) dan memproduksi fitohormon sehingga
meningkatkan produksi tanaman dengan meningkatkan perkecambahan benih,
pertumbuhan tunas dan akar, produksi klorofil, produksi buah, dan lain

sebagainya baik secara langsung maupun tidak langsung.

Berdasarkan hal yang telah dipaparkan sebelumnya, maka dapat disimpulkan
bahwa kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer pada media perkecambahan
memiliki potensi untuk memiliki pengaruh yang berbeda-beda terhadap
perkecambahan benih tersebut pada varietas yang beragam. Analisis
kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer diawali dengan melakukan ekstraksi
DNA. Ekstraksi DNA dilakukan untuk memurnikan DNA dari membran sel,
protein, dan komponen lain (Gupta, 2019). DNA yang dihasilkan dari ekstraksi
kemudian dijadikan sebagai template untuk proses amplifikasi dengan Polymerase
Chain Reaction (PCR). Polymerase Chain Reaction (PCR) dapat mengamplifikasi
sampel DNA dalam jumlah kecil menjadi cukup besar untuk dapat dianalisis
(Tortora et al., 2018). Proses Polymerase Chain Reaction (PCR) dikatalis oleh
enzim Taq polymerase yang dapat menyisipkan 2000 nukleotida setiap menit
(Ehtisham et al., 2016). DNA yang telah diamplifikasi kemudian divisualisasi
dengan proses elektroforesis. Pita DNA yang dihasilkan dapat menginformasikan
secara sederhana indikasi kesuksesan ataupun kegagalan suatu reaksi PCR dan
dapat digunakan sebagai penilaian terhadap kuantitas relatif dari amplikon dengan
panjang yang sama (Wittmeier & Hummel, 2022). Namun, hingga saat ini belum
ada penelitian yang menganalisis kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer pada
media perkecambahan dan hubungannya dengan viabilitas dan vigor benih pada
varietas yang beragam. Oleh karena itu, dilakukan penelitian untuk mengetahui
perbedaan kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer pada media perkecambahan
dan hubungannya dengan viabilitas dan vigor benih pada 4 varietas kedelai yang
berbeda. Alur kerangka pemikiran penelitian ini dapat dilihat pada diagram alir
(Gambar 1) berikut ini:



Produksi kedelai dalam negeri tidak dapat
memenuhi kebutuhan konsumsi kedelai

l

Budidaya tanaman kedelai

Y
Pertumbuhan dan perkembangan

tanaman kedelai di tanah dengan pH
netral

y

Perkecambahan benih kedelai :
-Viabilitas (Daya Berkecambah (%)

-Vigor (Indeks Vigor)

Viabilitas dan vigor Viabilitas dan vigor
tinggi, kemelimpahan rendah, kemelimpahan
bakteri dan fungi bakteri dan fungi
tinggi rendah

Gambar 1. Diagram Alir Kerangka Berpikir

1.5 Hipotesis Penelitian

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah dikemukakan, maka dapat ditarik
hipotesis sebagai berikut :
1. Terdapat perbedaan viabilitas dan vigor benih 4 varietas kedelai dan didapatkan

1 varietas dengan viabilitas dan vigor terbaik



2. Perbedaan viabilitas dan vigor benih 4 varietas kedelai merepresentasikan
perbedaan kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer dengan viabilitas dan
vigor benih terbaik memiliki kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer paling
tinggi

3. Perbedaan komponen perkecambahan memiliki korelasi dengan kemelimpahan
bakteri dan fungi rhizosfer, komponen perkecambahan tinggi menghasilkan

kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer yang tinggi pula, dan sebaliknya



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Botani Tanaman Kedelai

Tanaman kedelai ( Glycine max (L.) Merill) merupakan tanaman pangan dari jenis
kacang-kacangan. Tanaman ini berasal dari daratan Cina sejak tahun 2500 SM.
Awal abad ke-16, kedelai mulai menyebar di Indonesia dimulai dari Pulau Jawa,
kemudian menyebar ke Bali, Nusa Tenggara, dan pulau lain di Indonesia. Hal ini
menyebabkan kedelai memiliki beberapa nama lokal seperti kacang bulu, kacang
jepung, kacang kuning, gadule, demokam, dan sebagainya (Usnawiyah dan
Khaidir, 2017).

Kedelai merupakan tanaman pangan semusim yang tergolong tanaman kacang-
kacangan. Batang tanaman kedelai memiliki tinggi 70-90 cm yang berasal dari
poros embrio yang terdapat pada biji masak (Adie dan Krisnawati, 2013).
Kumudini (2010) menyatakan bahwa batang kedelai tidak memiliki kloroplas dan
memiliki kambium diantara xilem dan floem. Kedelai memili 4 tipe daun, yaitu
daun kotiledon, daun primer, daun trifoliat, dan profila. Daun primer dan daun
trifoliat memiliki pulvinus cukup besar pada titik perlekatan tangkai dan batang.
Pulvinus ini berhubungan dengan gerakan dan posisi daun pada siang dan malam
hari yang dipengaruhi oleh perubahan osmotik. Kedelai tergolong sebagai
tanaman kleistogami sehingga mampu menyerbuk sendiri (Adie dan Krisnawati,
2013). Bunga kedelai berwarna keunguan dengan tipe bunga papilionaceae yang
memiliki 5 kelopak dan 5 bagian mahkota bunga. Bunga kedelai memiliki
gynoecium sebagai alat reproduksi betina dan androecium sebagai alat reproduksi

jantan. Bunga yang telah melewati masa pembuahan akan membentuk polong,.
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meskipun 20-80% bunga dapat mengalami absisi sebelum berhasil menjadi

polong (Singh, 2013). Polong mencapi ukuran maksimum ketika usia 20-30 hari.

Biji kedelai berbentuk lonjong hingga bulat dengan berat sekitar 10-14 gram dan
berwarna kuning. Kedelai memiliki perakaran tunggang dengan panjang 200-250
cm. Akar tersebut dapat bersimbiosis dengan mikroba seperti bakteri rhizobium
membentuk bintil akar (nodul). Bakteri ini mendapat energi dari fotosintesis
tanaman dan kemudian memfiksasi nitrogen bebas dari udara menjadi ammonia

yang dibutuhkan tanaman kedelai (Kumudini, 2010).

2.2 Syarat Tumbuh Tanaman Kedelai

Faktor agroklimat yang menentukan keberhasilan budidaya tanaman kedelai
diantaranya adalah faktor iklim dan tanah. Faktor iklim berpengaruh terhadap
pembungaan, pembentukan polong kedelai, dan biji yang dihasilkan. Kedelai
tergolong sebagai tanaman hari pendek, sehingga tidak mampu berbunga jika
penyinaran >16 jam, namun akan mempercepat pembungaan apabila penyinaran
<12 jam. Kedelai yang ditanam di Indonesia lebih cepat berbunga meskipun baru
berusia 20-22 hari. Tanaman kedelai membutuhkan penyinaran penuh tanpa
naungan. Penyinar an yang tertahan dapat menyebabkan tanaman kedelai
mengalami etiolasi dan menekan pertumbuhan karena laju fotosintesis menurun,
terutama pada fase awal vegetatif. Tanaman kedelai tidak dapat membentuk
polong pada suhu rendah (<15°C) dan mengakibatkan kualitas benih yang buruk
pada suhu tinggi (30°C). Suhu yang sesuai untuk pertumbuhan tanaman kedelai
yaitu sekitar 22-27°C. Kelembaban udara yang optimal untuk pertumbuhan
sampai stadia pengisian polong berkisar antara RH 70-90% dan turun menjadi RH
60-75 % untuk pemasakan polong sampai panen. Kelembaban yang terlalu tinggi
saat pemasakan polong dan panen akan menyebabkan polong bercendawan

maupun biji busuk (Sumarno dan Manshuri,2013).
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Sumarno dan Manshuri (2013), menyatakan bahwa tanaman kedelai memiliki
sifat yang berlawanan dengan tanaman padi terhadap kebutuhan fisika-kimia
tanah. Tanaman kedelai tidak dapat tumbuh pada areal yang menggenang karena
akan mengakibatkan akar mudah membusuk dan tanah menjadi masam (pH <5,5),
sehingga mikroorganisme disekitar perakaran yang dapat membantu penambatan
nitrogen (N) bebas , seperti Rhizobium akan mati. Kisaran pH yang baik untuk
tanaman kedelai yaitu sekitar 5,5 — 7,0. Hara makro seperti magnesium (Mg),
kalsium (Ca), dan kalium (K) sulit tersedia pada tanah masam dan mengakibatkan
Al dan Fe tersedia secara berlebih. Sebaliknya, hara mikro seperti Mn, Zn, dan Fe
sulit tersedia pada tanah dengan pH >7,0, sehingga memudahkan terjadinya
klorosis. Namun, kondisi kapasitas lapang dengan kelembaban tinggi bermanfaat
saat penanaman benih sampai berkecambah, yang akan terus menurun seiring
dengan pertumbuhan tanaman kedelai. Hal ini disebabkan karena benih akan
mengalami imbibisi atau absorbansi air pada saat proses perkecambahan benih
(Pereira & Masetto, 2021). Akar tanaman kedelai membutuhkan jangkauan yang
cukup dalam untuk dapat menyerap hara, sehingga dibutuhkan lapisan olah tanah
sekitar 40 cm. Lapisan olah yang dangkal akan menghambat perkembangan akar
dan drainase tanah Tanah dengan tekstur liat atau lempung berpasir dengan
drainase yang baik agar tidak tergenang dan kaya bahan organik (3-4%) sangat

baik untuk pertumbuhan tanaman kedelai. (Sumarno dan Manshuri, 2013).

2.3 Unsur Hara bagi Tanaman Kedelai

Tanaman kedelai membutuhkan hara baik hara makro maupun mikro. Hara makro
yang dibutuhkan diantaranya berupa unsur nitrogen (N), fosfor (P), kalium (K),
kalsium (Ca), magnesium (Mg) dan sulfur (S) (de Vargas et al., 2018). Nitrogen
merupakan bagian dari penyusun klorofil dan enzim yang membantu regulasi
pada proses fisiologis, juga dibutuhkan dalam pembentukan asam amino yang
menjadi penyusun makromolekul protein dan metabolisme karbohidrat yang
menstimulasi pertumbuhanakar dan penyerapan nutrisi lainnya. Fosfor berperan

dalam menyimpan dan mendistribusikan energi yang dihasilkan saat fotosintesis.
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Kalium berfungsi untuk mempertahankan turgor sel, mentrasnlokasikan pati, air,
dan nutrisi, sintesa protein, dan pembentukan pati. Magnesium merupakan salah
satu komponen klorofil dan berperan dalam metabolisme energi tanaman dan
pembentukan protein. Sulfur dapat meningkatkan pertumbuhan, produktifitas, dan
persentase minyak pada biji kedelai dengan berperan dalam pembentukan asam
amino (Bagale, 2021). Kalsium berperan pada diferensiasi sel, fotomorfogenesis,
pertahanan terhadap cekaman abiotik maupun biotik (Hong-Bo et al., 2008), fusi
sel, pembawa sinyal, dan perkembangan reproduksi sel (Ge et al., 2007).

Selain itu, tanaman kedelai juga membutuhkan hara mikro seperti boron (B), besi
(Fe), mangan (Mn), molibdenum (Mo) and seng (Zn), aluminum (Al), dan sodium
(Na) (de Vargas et al., 2018).

2.4 Deskripsi Varietas Kedelai

2.4.1 Varietas Anjasmoro

Kedelai varietas Anjasmoro cukup popular di kalangan petani kedelai. Varietas ini
berasal dari seleksi massa dari populasi galur murni Mansuria dan mulai dilepas
sejak 22 Okober 2001. Tinggi tanaman + 62-64 cm dan bobot 100 biji sebesar
16,0-17,0 g. Tanaman mulai berbunga pada umur 36,1-39,6 hari dan polong
masak pada umur 83,5-94,8 hari. Potensi hasil varietas ini £2,03-2,25 t/ha
Varietas ini memiliki kelebihan berupa tahan rebah, tahan terhadap penyakit karat
daun, dan polong tidak pecah (Balitkabi, 2016). Bertham et al.(2020) menyatakan
bahwa kedelai varietas Anjasmoro paling tahan terhadap zona koastal yang
memiliki berbagai cekaman seperti kekurangan kelembaban tanah, nutrisi

tanaman, dan bahan organik, suhu dan salinitas tinggi, serta angin kencang.
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2.4.2 Varietas Argomulyo

Kedelai varietas Argomulyo merupakan kedelai introduksi dari Thailand oleh PT
Nestle Indonesia pada tahun 1988 dengan nama asal Nakhon Sawan 1 dan mulai
dilepas sejak tahun 1998. Tinggi tanaman + 40 cm dan bobot 100 biji sebesar 16,0
g. Tanaman mulai berbunga pada umur 35 hari dan polong masak pada umur 80-
82 hari. Potensi hasil varietas ini tidak setinggi varietas lainnya, yaitu + 1,5-2,0
t/ha. Namun, varietas ini memiliki kelebihan berupa tahan rebah, toleran terhadap
hama, dan cocok untuk dijadikan bahan baku susu kedelai (Balitkabi, 2016).
Selain itu, pada cekaman NacCl (salinitas tinggi) kedelai varietas Argomulyo
mampu menghasilkan embrio somatik lebih banyak dari kedelai varietas Wilis
(Sari dan Ermavitalini, 2013).

2.4.3 Varietas Dena-1

Kedelai varietas Dena-1 merupakan hasil persilangan varietas Argomulyo dengan
IAC 100 dan mulai dilepas sejak 05 Desember 2014. Tinggi tanaman + 59,0 cm
dan bobot 100 biji sebesar 14,3 g. Tanaman mulai berbunga pada umur 33 hari
dan polong masak pada umur 78 hari. Potensi hasil varietas ini cukup tinggi
dibandingkan varietas populer lainnya yaitu mencapai +2,9 t/ha. Varietas ini
rentan terhadap hama pengisap polong (Riptortus linearis) dan hama ulat grayak
(Spodoptera litura F.). Namun, varietas ini memiliki kelebihan berupa agak tahan
rebah, polong tidak mudah pecah, tahan penyakit karat daun (Phakopsora
pachyrhizi), dan toleran terhadap naungan hingga 50% (Balitkabi, 2016). Varietas
ini menghasilkan produksi tertinggi di lahan kering diantara varietas Detap,
Grobogan, Tanggamus, Anjasmoro, dan Devon, sehingga memiliki potensi yang
baik untuk dikembangkan di lahan kering (Susilawati et al., 2021).

2.4.4 Varietas Devon-1

Kedelai varietas Devon-1 merupakan hasil persilangan varietas Kawi dengan 1AC
100 dan mulai dilepas sejak 15 Desember 2015. Tinggi tanaman + 58,1 cm dan

bobot 100 biji sebesar 14,3 g. Tanaman mulai berbunga pada umur 34 hari dan
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polong masak pada umur 83 hari. . Potensi hasil varietas ini juga cukup tinggi
dibandingkan varietas populer lainnya yaitu mencapai +2,75 -3,09 t/ha. Varietas
ini cukup tahan rebah dan pecah polong, tahan terhadap penyakit karat daun
(Phakopsora pachirhyzi Syd) dan cukup tahan hama pengisap polong (Riptortus
linearis) (Balitkabi, 2016).

2.5 Perkecambahan Benih Kedelai

Benih berperan sebagai unit reproduktif yang menjamin kemampuan bertahan dari
semua spesies tanaman. Selanjutnya, dikarenakan oleh peranan ini
perkecambahan benih ditandai sebagai kunci pertanian modern. Perkecambahan
benih dapat didefinisikan sebagai muncul dan berkembangnya secara aktif embrio
dari benih yang ditandai dengan pecahnya selubung benih dan munculnya
tanaman muda. Proses perkecambahan menjadi suatu urutan dalam kehidupan
tanaman yang menjamin keberlangsungan hidup tanaman dan menjadi indikator
bagi kemampuan tanaman untuk berkembang menjadi tanaman normal pada
kondisi yang mendukung. Perkecambahan dapat terjadi apabila tercapai
keseimbangan penghambat dan pendukung. Faktor penghambat yang lebih besar
dari faktor pendukung akan menyebabkan dormansi benih. Perkecambahan benih
dapat dipengaruhi oleh faktor internal maupun eksternal dari benih tersebut.
Faktor internal yang mempengaruhi perkecambahan benih yaitu kemasakan benih,
umur benih, varietas dan kondisi fisik benih. Sedangkan, faktor eksternal yang
mempengaruhi perkecambahan benih adalah kondisi lingkungan, seperti air, suhu,
kesuburan tanah dan cahaya. Selama masa perkecambahan, benih melewati
beberapa peristiwa, yaitu imbibisi, aktivasi enzim, inisiasi pertumbuhan embrio,
pemecahan selubung benih, dan kemunculan bibit (Copeland & McDonald, 2001).
Kondisi kekurangan unsur P dapat menyebabkan penurunan perkecambahan
hingga 66% dan kekurangan unsur N dapat menyebabkan perkecambahan
terhambat. Selain itu, meskipun kelebihan ion Ca?* dapat menunda
perkecambahan, namun ion Ca?* mendominasi kation yang berperan dalam proses
perkecambahan, sehingga kekurangan ion tersebut juga dapat menghambat proses

perkecambahan (Martinez-Ballesta et al., 2020).
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2.6 Viabilitas Benih

Viabilitas adalah potensi suatu benih atau sekelompok benih untuk berkecambah.
Benih yang memiliki viabilitas disebut benih viabel. Suatu benih dapat dikatakan
sebagai benih viabel apabila memiliki jaringan hidup yang memadai untuk
mampu berkecambah saat benih tidak dormansi dan jika kondisi lingkungan
memadai. Sebaliknya, benih non viabel tidak akan mampu berkecambah
meskipun pada kondisi demikian, namun tidak pula sepenuhnya mati (Black et al.,
2006). Kartika et al.(2017) menyatakan bahwa apabila benih ditanam dengan
memenuhi semua faktor yang dibutuhkan untuk berkecambah, namun benih tidak
berkecambah, hal itu dapat disebabkan oleh benih mengalami dormansi ataupun
benih kehilangan viabilitasnya. Copeland & McDonald (2001) menyatakan bahwa
viabilitas merupakan indikator benih manakah yang hidup, bermetabolisme aktif,
dan pengaruh kemampun enzim untuk mengkatalis reaksi metabolis untuk
perkecambahan dan pertumbuhan bibit. Oleh karena itu, viabilitas dapat disebut
juga sebagai daya berkecambah. Menurut Pradhan et al. (2022), pengujian
viabilitas merupakan pokok dari konservasi dan penelitian tanaman serta
menunjukkan kesuksesan usaha konservasi ex-situ tanaman. Pengujian ini
diimplementasikan untuk memperkirakan benih yang viabel dan berguna setelah
pengumpulan dan penyimpanan benih. Pengujian viabilitas benih dapat
memperkirakan viabilitas jaringan sebaik viabilitas keseluran sel secara utuh.
Viabilitas benih pada populasi benih ditunjukkan dengan persentase benih yang
berkecambah pada pengujian langsung (diasumsikan ketiadaan benih dorman
pada fraksi tidak berkecambah), ataupun persentase benih yang menunjukkan
respon positif pada pengujian alternatif ( tidak langsung). Pengujian secara
langsung dapat dilakukan dengan mengukur kecambah normal yang muncul saat
uji perkecambahan. Sedangkan, pengujian secara tidak langsung dapat dilakukan
dengan perlakukan biokimia melalui uji tetrazolium (TTZ) (Black et al., 2006).
Selain itu, Kartika et al.(2017) menyatakan bahwa viabilitas benih dapat diukur

dengan menguji daya berkecambah benih dan berat kering kecambah normal
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2.7 Vigor Benih

Kartika et al. (2017) mendefinisikan vigor sebagai sebagai kemampuan benih
untuk tumbuh normal dan berproduksi normal pada kondisi suboptimum. Benih
dari berbagai sumber mungkin memiliki level perkecambahan yang sama pada
kondisi optimum. Namun, sangat kontras terhadap kemampuan mengembangkan
tanaman pada kondisi cekaman yang disebabkan oleh perbedaan vigor tersebut
(Savage & Bassel, 2016). Black et al.(2006) mengemukakan bahwa konsep dari
vigor benih timbul dari kegagalan standar pengujian perkecambahan untuk
memprediksi perbedaan kemunculan di lahan yang diamati diantara tingginya lot
benih yang mampu berkecambah, terutama di kondisi cekaman. Hal ini
menimbulkan asumsi bahwa ada aspek fisiologis yang lebih jauh terhadap lot
benih, melewati kemampuan sederhana dari sekelompok benih untuk
berkecambah bahkan di bawah kondisi terkendali pada pengujian perkecambahan
dan untuk menghasilkan struktur morfologi esensial bibit untuk berkembang
sebagai tanaman normal. Lot benih dengan perkecambahan tinggi namun
pertumbuhan rendah tergolong sebagai “vigor rendah”, sedangkan pertumbuhan

yang baik kemudian digolongkan sebagai “vigor tinggi”.

Pengujian vigor dilakukan untuk mendapatkan informasi kualitas benih dari
pengujian perkecambahan dalam rentang waktu yang relatif singkat. Pengujian
vigor benih dibedakan menjadi 2 jenis, yaitu langsung dan tidak langsung.
Pengujian langsung mengukur perbedaan istilah dari sebuah aspek dari
perkecambahan ataupun pertumbuhan, seperti pengujian fisiologi dan pengujian
penuaan benih. Sedangkan, pengujian tidak langsung berfokus pada satu aspek
vigor saja, daripada mengevaluasi berbagai aspek secara bersamaan, seperti
pengujian biokimia (Black etal.,2006). Menurut Ebone et al.(2020) dan pengujian
vigor benih dapat dilakukan dengan pengujian kecepatan tumbuh benih dan
indeks keserempakan tumbuh benih. Benih dengan vigor tinggi tumbuh lebih
cepat dibandingkan dengan benih vigor rendah. Selain itu, semakin tinggi
keserempakan tumbuh benih maka, semakin tinggi pula vigor benih tersebut.

Keserempakan tumbuh sangat penting bagi kualitas tanaman, karena dapat
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mengurangi resiko persaingan antar tanaman tersebut, sehingga tidak terjadi

perbedaan seperti luas daun maupun jumlah nodul yang terbentuk.

2.8 Bakteri Rhizosfer

Rhizosfer telah didefinisikan sebagai zona di sekitar perakaran yang banyak
mengandung mikroorganisme dan proses penting untuk pertumbuhan dan
kesehatan tanaman selama lebih dari 100 tahun. Berbagai studi terbaru
mengungkapkan bahwa ada keterkaitan yang sangat besar dengan sistem akar
(Bakker et al., 2013). Ling et al.(2022) menyatakan bahwa salah satu bakteri yang
memperkaya rhizosfer yaitu dari filum Proteobacteria. Sebagian besar bakteri
rhizosfer dari Proteobacteria berasal dari kelas Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, dan Gammproteobacteria. Bakteri rhizosfer didominasi dari
kelas Alphaeobacteria yang terdiri dari famili Rhizobiales dan Rhodospirillales.
Rhizobiales sendiri memiliki 9 genus, dengan 5 genus diantaranya tergolong
sebagai bakteri rhizosfer, yaitu Bradyrhizobium, , Azorhizobium, ,
Mesorhizobium, Sinorhizobium, dan Rhizobium. Kemudian, Rhodospirillales
memiliki 1 genus yang tergolong sebagai bakteri rhizosfer yaitu genus
Azosprillum. Bakteri rhizosfer dari ordo Betaproteobacteria memiliki famili
Nitrosomonadales dan genus Nitrosomonas. Kemudian, dari ordo
Gammproteobacteria dengan genus Nitrosococcus dan Pseudomonas (Madigan
etal., 2019).

Soumare et al.(2020) menyatakan bahwa nitrogen yang tersedia bebas di atmosfer
tidak dapat langsung digunakan oleh tanaman. Hal ini disebabkan karena tanaman
menyerap nitrogen untuk proses metabolismenya dalam bentuk ammonium
(NH4") dan nitrat (NO3"), sedangkan nitrogen yang tersedia di atmosfer berbentuk
dinitrogen (N2). Oleh karena itu, dibutuhkan bakteri rhizosfer yang dapat
membantu fiksasi nitrogen agar dapat diserap oleh tanaman. Menurut Mahmud et

al.(2020) bakteri ini dapat bersimbiosis dengan akar tanaman membentuk nodul
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atau bintil akar, terutama dengan tanaman legume seperti kedelai. Bakteri di
dalam bintil akar kemudian terdiferensiasi menjadi bakteroid dan memfiksasi
nitrogen menggunakan enzim nitrogenase kompleks. Pembentukan enzim
nitrogenase ini dikode oleh gen nif yang terkandung di dalam bakteri-bakteri
tersebut. Enzim nitrogenase berfungsi sebagai katalisator proses fiksasi nitrogen
dan membantu transport elektron dalam suasana mikroaerobik. Madigan et
al.,(2019) menyatakan bahwa, hal ini menyebabkan enzim terinaktifasi pada kadar
O- tinggi, sehingga O ini diikat oleh leghehemoglobin yang berada pada
simbiosom dalam bintil akar. Oksigen ini kemudian menjadi salah satu bahan
pembentuk ATP yang menjadi sumber energi proses fiksasi nitrogen yang
menghasilkan NHas. Tortora et al.(2018) menyatakan bahwa dengan bantuan
bakteri Nitrosomonas NH3 yang terbentuk dari fiksasi mengalami nitrifikasi
menjadi NOz dan menjadi NOs™ dengan bantuan bakteri Nitrobacter. Selain itu,
NH4* pun terbentuk dari NH3 yang mengalami amonifikasi dengan melibatkan
berbagai bakteri dan bahkan fungi. Namun, NH4" yang terbentuk ini pun dapat
diubah menjadi NO,” dan NOs™ dengan bantuan Nitrosomonas dan Nitrobacter.
Menurut Gopalakrishnan et al.(2015), bakteri rhizosfer memperkaya nutrisi tanah,
dan meningkatkan proteksi tanaman dari hama dan penyakit. Bakteri rhizosfer
dapat memicu selulase, protease, lipase dan 3-1,3 glucanase dan meningkatkan
pertahanan tanaman dengan memicu induksi system resistensi melalui
lipopolisakarida, flagela, lakton homoserin,, azetoin, butanediol untuk melawan

hama dan penyakit.

2.9 Fungi Rhizosfer

Zona rhizosfer juga diperkaya oleh mikroorganisme dari golongan fungi. Fungi
yang berada di daerah rhizosfer tanah didominasi oleh divisi Ascomycota,
Zygomycota, Basidiomycota, dan Glomeromycota (Song et al., 2018). Murali et
al.(2020) menyatakan bahwa, fungi rhizosfer sebagian berasal dari Trichoderma,
Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Talaromyces, Phoma dari divisi Ascomycota,

Rhizoctonia dari divisi Basidiomycota, dan Mortierella dari divisi Zygomycota.
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Kemudian, fungi rhizosfer yang bersimbiosis dengan akar tanaman disebut
dengan mikoriza. Ada 2 jenis mikoriza, yaitu ektomikoriza dan endomikoriza.
Ektomikoriza membentuk lapisan luas seperti mantel di luar akar dengan hanya
sedikit penetrasi ke dalam akar dan berperan penting dalam keberlangsungan
ekologi hutan Fungi ini banyak ditemukan di tumbuhan konifer, beech, dan oak.
Sedangkan, endomikoriza menempel dengan kuat di dalam sel- sel penyusun akar.
Meskipun ektomikoriza menguasai ekologi hutan, diversitas endomikoriza lebih
besar dari ektomikoriza yang didominasi oleh mikoriza arbuskular (MA),
terutama filum Glomeromycota (Madigan et al., 2019). Ektomikoriza dan
mikoriza arbuskular meningkat setelah terjadi perubahan dari fungi saprofit
menjadi fungi simbion yang bersimbiosis dengan akar tanaman. Yang et al.(2021)
mendapatkan hasil berupa zona rhizosfer dengan kondisi padang rumput salin
alkali didominasi oleh fungi dari genus Funneliformis dan Glomus dari divisi

Glomeromycota.

Komunitas fungi rhizosfer berperan esensial untuk menentukan kesehatan
tanaman dan meningkatkan produksi tanaman. Komunitas fungi rhizosfer sangat
penting bagi komponen mikrobioma dan berperan penting dalam ekologi
terestrial, seperti siklus nitrogen dan karbon, parasitisme, dan patogenisitas (Yao
et al., 2020). Fungsi fisiologis tanaman yang memiliki fungi rhizosfer seperti
mikoriza, bekerja lebih baik dan mampu bersaing dengan baik dengan tanaman
lain karena pasokan nutrisi ke tanaman lebih stabil dan efektif (Madigan et al.,
2019). Keberadaan fungi rhizosfer ini juga meningkatkan pertumbuhan akar
lateral dan keseluruhan biomassa tanaman, menginduksi pembungaan,
meningkatkan tinggi tanaman dan jumlah buah dan daun. Kemampuan antagonis
fungi rhizosfer terhadap patogen dan predator mikrobial dan mampu menginduksi
resistensi untuk meningkatkan sistem imun tanaman, sehingga tanaman dapat
mengoptimalkan pertumbuhan dan perkembangan tanaman tersebut. Fungi ini
memproduksi 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase dan
fitohormon seperti IAA, giberelin, sitokinin, dan asam absisat untuk mengurangi
produksi etilen. Produksi siderofor dan enzim hidrolisis seperti kitinase, selulase,

dan B-1,3 glucanase membantu melawan infeksi penyakit akibat mikroorganisme
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patogen. Selain itu, fungi rhizosfer dapat membantu proses mineralisasi dan
kelarutan fosfor organik kompleks yang merupakan salah satu unsur krusial bagi

pertumbuhan tanaman (Murali et al., 2021).

2.10 Analisis Kemelimpahan Bakteri dan Fungi Rhizosfer

2.10.1 Ekstraksi DNA Bakteri dan Fungi

Ekstraksi DNA merupakan teknik dasar dari pekerjaan laboratorium molekuler.
Teknik ekstraksi DNA harus menghasilkan kualitas dan kuantitas DNA yang baik,
murni, dan terhindar dari kontaminan seperti RNA dan protein. Proses ekstraksi
DNA melibatkan pelisisan sel dan pelarutan DNA dengan metode kimia ataupun
enzimatis dengan untuk menghilangkan makromolekul, lipid, RNA, dan protein
Metode ekstraksi DNA diantaranya yaitu menggunakan fenol-kloroform, salting-
out, pengaplikasian proteinase-K, dan menggunakan membran gel silika (Gupta,
2019). Prinsip ekstraksi DNA terdiri dari beberapa tahapan yaitu perusakan
sitoplasma dan membran inti, pemisahan dan pemurnian DNA dari komponen lain
seperti lipid, protein, dan asam nukleat lain (Ali et al., 2017). Konsentrasi dan
kemurnian DNA hasil ekstraksi dapat diukur secara akurat dengan absorbansi
ultraviolet (UV) spektrofotometer. Absorbansi DNA terukur pada 260 nm.
Sampel DNA murni memiliki rasio absorbansi 260 dan 280 nm (Azso/A2s0) pada
kisaran 1,8. Namun, rasio kurang dari 1,8 mengindikasikan bahwa sampel

terkontaminasi baik oleh protein maupun fenol (Brown, 2016).

2.10.2 Amplifikasi sekuens DNA dengan Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan teknik yang mengamplifikasi

sampel DNA dengan spesifik secara in vitro (Gupta, 2019). Seluruh reagen yang
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dibutuhkan dimasukkan ke dalam tube dan ditempatkan pada thermal cycler.
Setiap untai DNA target digunakan sebagai template untuk sintesis DNA.
Katalisator yang digunakan yaitu enzim DNA polymerase dari bakteri termofilik
seperti Thermus aquaticus yang dapat melewati fase pemanasan tanpa terjadi
kerusakan. Proses ini hanya dapat mengamplifikasi sekuens DNA relatif sedikit
dan spesifik yang ditentukan dari primer yang dipilih. Primer digunakan untuk
membantu dimulainya reaksi sebagai pelengkap ujung DNA target dan akan
berhibridisasi ke fragmen DNA untuk diamplifikasi (Tortora et al., 2018).
Sekuens DNA bakteri dapat diamplifikasi dengan amplifikasi gen16S rRNA (dos
Santos et.al., 2019), menggunakan primer Forward (5°-3”) 63F dengan sekuens
CAGGCCTAACACATGCAAGTC dan Reverse (5°-3%) 1387 R dengan sekuens
GGGCGGWGTGTACAAGGC (Integrated DNA Technologies, 2016).
Sedangkan DNA fungi dapat diamplifikasi dengan primer ITS (Internal
Transcribed Spacer), Forward (5°-3”) ITS1 dengan sekuens
TCCGTAGGTGAACCTGCGG dan Reverse (5°-3”) ITS4 dengan sekuens
TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et al., 1990).

Polymerase Chain Reaction (PCR) memiliki 3 prinsip utama, yaitu denaturasi,
penempelan primer (annealing), dan elongasi. Denaturasi merupakan fase saat
DNA yang semula beruntai ganda terpisah menjadi beruntai tunggal pada suhu
94-95°C dengan enzim Tag polymerase sebagai katalisnya. Selanjutnya, tahap
penempelan primer (annealing) berlangsung dengan suhu 55-65°C. Suhu
annealing yang terlalu tinggi akan menyebabkan primer tidak melekat dengan
baik, sehingga DNA yang teramplifikasi sangat rendah. Namun, apabila suhu
terlalu rendah, primer menempel tidak spesifik pada DNA target, sehingga terjadi
amplifikasi pada segmen DNA yang tidak diharapkan. Pemanjangan primer
oligonukleotida dan pembentukan untai baru berlangsung pada suhu optimal 72-
78°C (Ehtisham et al., 2016). Tahap-tahap tersebut diulang sebanyak 30-40 kali
(Gupta, 2019).
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2.10.3 Visualisasi Hasil Amplifikasi dengan Elektroforesis

Hasil amplifikasi DNA dapat dilihat dengan menggunakan gel elektroforesis.
Elektroforesis memisahkan fragmen DNA berdasarkan ukuran dengan gel
elektroforesis. Setiap pita yang muncul saat proses elektroforesis berisi banyak
salinan dari partikel fragmen DNA (Tortora et al., 2018). Menurut Oliveira et
al.(2017) DNA merupakan molekul bermuatan negatif karena fosfat yang
berbentuk gula fosfat pada “tulang punggung” molekul DNA mempunyai muatan
negatif. Oleh karena itu, ketika ditempatkan pada medan elektrik, DNA akan
bermigrasi ke kutub positif (anoda). Metode elektroforesis telah berkembang dari
metode kovensional dengan gel agorose elektroforesis ke elektroforesis gel
kapiler. Pemisahan fragmen DNA pada metode elektroforesis gel kapiler
dilakukan dengan pada kapiler dari gel catridge pracetak. Molekul berpindah
melalui kapiler melewati detektor yang mendeteksi dan mengukur sinyal
fluoresens. Detektor photomultiplier mengubah sinyal emisi menjadi data
elektronik. Setelah rangkaian proses selesai, data ditampilkan sebagai
elektroferogram atau gel image. Software proses elektroforesis menghitung
ukuran fragmen DNA berdasarkan pada waktu migrasi fragmen yang
dibandingkan dengan referensi size marker yang berukuran 50 bp-1,5 kb (Qiaxcell
DNA Handbook, 2014).

2.11 Klasifikasi Tanaman Kedelai

Mishra et al.(2010) menyatakan bahwa genus dan nama spesies pada taksonomi
kedelai mengalami berbagai perubahan. Kedelai tergolong dalam genus Glycine
dengan 2 subgenera, yaitu Soja dan Glycine. Kedelai budidaya (Glycine max) dan
kedelai liar (Glycine soja) tergolong dalam subgenus Soja. Kedelai pernah dikenal
sebagai Glycine hispida, Glycine soja, dan Glycine max. G. soja sempat
dipertimbangkan sebagai nama spesies kedelai pada tahun 1942 oleh Kelsey dan
Dayton, namun nama G. max yang diusulkan oleh Merill pada 1917 telah dikenal

luas. Singh (2013) menyatakan klasifikasi tanaman kedelai sebagai berikut :



Kingdom
Divisi
Kelas
Ordo
Famili

Sub Famili
Genus

Spesies

: Plantae

: Spermatophyta

: Dicotyledonae

: Fabales

: Fabaceae (Leguminosae)
: Papilionadeae

: Glycine

: Glycine max (L). Merill
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I11. BAHAN DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di kebun milik Bapak Ngadio, Desa Tanjung Kesuma,
Kecamatan Purbolinggo, Kabupaten Lampung Timur, Provinsi Lampung dan
Laboratorium Biomolekuler UPT LTSIT Universitas Lampung. Penelitian

dilaksanakan mulai dari Bulan Juni 2022 sampai Bulan Agustus 2022,

3.2 Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu benih kedelai varietas Anjasmoro,
Argomulyo, Devon-1, dan Dena-1, tanah, air, aquades, medium Nutrient Broth,
kentang, gula, es batu, alkohol, kit ekstraksi DNA , kit pereaksi PCR, dan kit
pereaksi elektroforesis. Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu mistar,
ember, cangkul, karung, timbangan, cup plastik, seedling tray, plastik Kklip, pisau,
alat tulis, sarung tangan, sendok, styrofoam, kardus, kertas tissue, Erlenmeyer,
tabung reaksi, alumunium foil, hot plate, kapas, kasa, autoklaf, oven, micropipette,
microtube steril 0,2 mL, 1.5 mL, dan 2 mL, tip steril ukuran 10uL, 200uL, dan 1000
uL, plate , alat Centrifuge, Tissue Lyser, Vortex, Alat Inkubasi, Alat Spin,
Nanophotometer (IMPLEN, AS), kuvet, Laminar UV 4 PCR, thermocycler
(Sensoquest, Jerman), tray buffer, alat elektroforesis kapiler digital QIlAxcel

Advanced (Qiagen, Jerman), dan freezer.



3.3 Metode Penelitian

3.3.1 Pengamatan Komponen Perkecambahan

3.3.1.1 Rancangan Percobaan Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan non faktorial yang disusun dengan
Rancangan Acak Lengkap dengan 4 ulangan. Faktor pada penelitian ini yaitu
benih kedelai dengan 4 varietas berbeda, yang terdiri dari :

V1 : Benih Kedelai Varietas Anjasmoro

V2: Benih Kedelai Varietas Argomulyo

V3 : Benih Kedelai Varietas Dena-1

V4 : Benih Kedelai Varietas Devon-1

Tata letak percobaan pada penelitian ini terdapat pada Gambar 2 :

I I Il v
V1 V3 V4 V3
V3 V2 V2 V1
V4 V1 V3 V4
V2 V4 V1 V2

Gambar 2. Tata Letak Percobaan
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Berdasarkan pengacakan 4 varietas dan 4 ulangan tersebut, maka masing-masing

pengamatan didapatkan 16 satuan percobaan. Data yang diperoleh dianalisis

dengan software online GerminaQuant, kemudian uji homogenitas dan perbedaan

nilai tengah dengan Uji Bartlett, selanjutnya data dianalisis ragam dan dilakukan

uji lanjut Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan taraf kepercayaan 5%. Data yang

diperoleh dianalisis menggunakan program statistika RStudio.
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3.3.1.2 Persiapan Media Tanam

Penelitian dilaksanakan dengan menggunakan tanah pada kedalaman 20 cm sebagai
media tanam. Sebelum digunakan sebagai media tanam, tanah dianalisis kadar
kemasaman (pH) dan kandungan haranya terlebih dahulu. Pengujian dilakukan di
Laboratorium Pengujian UPT LTSIT Universitas Lampung. Hara yang dianalisis
yaitu kandungan hara makro seperti nitrogen (N), fosfat (P), dan kalium (K), hasil
analisis terdapat pada Tabel 1. Derajat kemasaman yang optimal bagi tanaman
kedelai berkisar antara 5,5-7,0 (Sumarno dan Manshuri, 2013). Pengujian ini
dilakukan agar dapat dibandingkan dengan variabel pengamatan, sehingga dapat
ditarik kesimpulan berdasarkan hipotesis pada penelitian ini

Tabel 1. Kandungan Unsur dalam Media Perkecambahan

No  Unsur Jumlah

1 N 0.42 %

2 P 211,11 mg/kg
3 K 6,70 mg/kg

Tanah yang dibutuhkan untuk analisis pH sebanyak 10 gram dengan pH meter
elektrik otomatis. Sebelum dianalisis tanah dihaluskan dan dilarutkan dengan
aquades terlebih dahulu, dan kemudian shake dengan shaker selama 30 menit.
Analisis dilakukan dengan pH meter elektrik otomatis. Alat dikalibrasi terlebih
dahulu dengan aquades sebelum analisis sampel tanah. Derajat kemasaman tanah

yang didapatkan yaitu 6,95.

3.3.1.3 Pelaksanaan Pengamatan Komponen Perkecambahan

Pengamatan komponen perkecambahan dilakukan selama 7 hari. Benih kedelai

ditanam pada seedling tray berisi tanah dari kedalaman 20 cm dan dibenamkan
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sedalam 1 cm. Setiap varietas masing-masing ulangan terdiri dari 50 benih,

sehingga benih yang dibutuhkan sebanyak 200 benih setiap varietas.

Variabel penelitian yang diamati yaitu :

a. Daya Berkecambah (DB) (%)
Daya berkecambah dihitung secara otomatis oleh software online GerminaQuant
dan dapat juga dengan menghitung jumlah benih yang berkecambah normal pada
hari ke 3 (Pengamatan 1) dan 5 (Pengamatan I1) setelah tanam. Daya berkecambah
dihitung dengan rumus :

Y. KN Pengamatan I + ), KN Pengamatan II
DB(%) =

X 0,
Y benih yang ditanam 100%

Keterangan:
KN = Kecambah Normal

b. Index Vigor (1V)
Pengamatan untuk perhitungan indeks vigor dilakukan dengan menghitung
jumlah benih yang berkecambah sejak pertama kali (Pengamatan 1)
kemunculan radikula, dengan rumus:

IV (%) = Y. Pengamatan I « 100%
(%) = 2. benih yang ditanam °

3.3.2 Analisis Kemelimpahan Bakteri dan Fungi Rhizosfer

3.3.2.1 Persiapan dan Pengumpulan Sampel Tanah Analisis Bakteri dan Funaqi

Rhizosfer

Pengecambahan benih kedelai bertujuan untuk mempersiapkan sumber sampel
yang akan dianalisis bakteri dan fungi pada area rhizosfernya. Benih kedelai yang
ditanam adalah varietas Anjasmoro, Argomulyo, Devon 1, dan Dena-1 yang
didapatkan dari Balitkabi Malang . Benih ditanam di cup plastik berisi tanah dari

kedalaman 20 cm. Tanah yang digunakan sebagai media tanam diambil dari lahan
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milik Bapak Ngadio di Desa Tanjung Kesuma, Kecamatan Purbolinggo,
Kabupaten Lampung Timur. Benih dibenamkan pada tanah di dalam cup sedalam
2 cm. Setiap ulangan terdiri dari 10 cup, kemudian setiap cup berisi 3 benih
kedelai. Cup ditata berbaris sesuai dengan masing-masing varietas, dan ulangan
secara berurutan dan diletakkan di tempat teduh namun tetap mendapat pancaran
sinar matahari.

Tanah diambil saat kecambah sudah mulai membentuk daun dan terlepas dari
kotiledon, sehingga mendapat suplai makanan dari luar benih yaitu pada 14 HST.
Alat yang digunakan untuk mengambil tanah yaitu spatula dan kantung plastik
steril (Gupta et al., 2017). Alat yang sudah digunakan untuk mengambil satu
tanah disterilisasi dahulu dengan alkohol sebelum digunakan kembali. Tanah dari
cup pengamatan perkecambahan diambil sedalam 10 cm dari permukaan (sebatas
ujung akar) untuk menghindari kontaminasi dari permukaan dan dicampur
menjadi satu per masing-masing varietas sehingga didapatkan 4 campuran tanah.
Sampel ditempatkan pada kantung plastik steril dan langsung disimpan di tempat
dingin (Gaete et al., 2020), seperti icepack atau box es. Sampel dibawa ke
laboratorium biomolekuler UPT LTSIT Universitas Lampung dengan dibalut oleh

agar-agar dingin, kemudian dilapisi styrofoam dan kardus kedap udara.

3.3.2.2 Preparasi Sampel Bakteri dan Fungi

Sampel bakteri dan fungi diperkaya terlebih dahulu pada medium universal
dengan pengenceran 10, yaitu 1 gram tanah dari masing-masing varietas
dicampurkan ke dalam 9 ml masing-masing media. Bakteri diperkaya pada
medium Nutrient Broth (NB) dan diinkubasi selama 24 jam. Sedangkan, fungi
diperkaya dengan medium Potato Dextrose Broth (PDB) dan diinkubasi selama 48
jam. Medium NB dibuat dengan melarutkan 2,8 gram NB pada 100 ml akuades
menggunakan hot plate. Sedangkan, PDB dibuat dengan merebus 10 gram
kentang bersama 100 ml akuades menggunakan hot plate, kemudian disaring
dengan kapas untuk mendapatkan ekstrak kentang dan dicampurkan dengan 2

gram gula pasir. Masing-masing media dituang ke dalam tabung reaksi sebanyak
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9ml, kemudian disterilisasi dengan autoclave selama 15 menit dengan suhu 121°C

dan tekanan 1 atm.

3.3.2.3 Ekstraksi DNA Bakteri dan Fungi

Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan metode Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, AS). Ekstraksi DNA diawali dengan menempatkan 1
ml sampel hasil perkayaan yang sudah dihomogenkan pada tube tumpul
berukuran 2 ml dan ditambahkan 1 ml TAE 10x, lalu dihomogenkan kembali
dengan vorteks. Kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 13.500 rpm selama 5
menit pada suhu 4°C, supernatan dikeluarkan perlahan. Phosphate Buffer Saline
(PBS) 1x ditambahkan sebanyak 1 ml pada masing-masing sampel dan 10ul
lisozim pada sampel bakteri gram positif dan fungi, sampel dihomogenkan dengan
vorteks. Kemudian, sampel bakteri gram positif diinkubasi pada suhu 37°C di
inkubator selama 60 menit dan sampel fungi selama 30 menit. Sedangkan, sampel
bakteri gram negatif langsung disentrifugasi dengan kecepatan 13.500 rpm selama
5 menit pada suhu 4°C, supernatan dikeluarkan perlahan. Sampel fungi yang telah
selesai diinkubasi pada suhu 37°C diinkubasi kembali pada suhu 55°C selama 30
menit dan dibolak-balik setiap 5 menit untuk menghomogenkan kembali,
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 13.500 rpm selama 5 menit pada suhu
4°C, supernatan dikeluarkan perlahan. Sedangkan sampel bakteri gram positif
yang telah selesai diinkubasi langsung disentrifugasi dengan kecepatan 13.500
rpm selama 5 menit pada suhu 4°C dan supernatan dikeluarkan perlahan.
Selanjutnya, 500 pl Nucleic Lysis Solution ditambahkan pada sampel bakteri dan
300 pl pada sampel fungi, dihomogenkan dengan vorteks. Sampel bakteri
diinkubasi pada suhu 80°C selama 5 menit dan didinginkan sampai suhu ruang,
sedangkan sampel fungi hanya didiamkan selama 2 menit di suhu ruang.
Kemudian, 200 pl Protein Precipitation Solution ditambahkan pada sampel
bakteri dan 100 ul pada sampel fungi, dihomogenkan dengan dibolak-balik secara
perlahan dan diinkubasi dengan es selama 5 menit. Sampel disentrifugasi dengan

kecepatan 13.000 x g selama 5 menit pada suhu 4°C. Hasil sentrifugasi yang
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terbentuk diambil bagian paling atas, karena DNA yang bersifat hidrofilik berada
pada bagian atas, sedangkan bagian bawah yang terdiri dari lapisan hidrofobik
seperti fenol berada pada bagian bawah (Tan & Yiap, 2009). Cairan yang diambil
dimasukkan pada tube lancip 1,5 ml berisi 600 pl isopropanol bersuhu ruang
untuk sampel dan 300ul untuk sampel fungi, dihomogenkan dengan menginversi
perlahan sampai terbentuk benang-benang halus. Sampel disentrifugasi dengan
kecepatan 13.500 rpm selama 5 menit pada suhu 4°C, supernatan dikeluarkan
perlahan dengan menuangkan pada tissue bersih. Kemudian, ditambahkan 600 pl
etanol 75% bersuhu ruang untuk sampel bakteri dan 300 pl etanol 70% bersuhu
ruang untuk sampel fungi. Sampel disentrifugasi dengan kecepatan 13.500 rpm
selama 5 menit pada suhu 4°C, etanol dikeluarkan perlahan dengan menuangkan
pada tissue bersih. Etanol yang masih tersisa dikeringkan dengan menempatkan
tube pada tissue bersih di dalam laminar secara terbalik dengan kondisi lampu
dimatikan. Setelah etanol sudah tidak bersisa, ditambahkan 20 pl DNA
Rehydration Solution ke dalam masing-masing sampel dan diinkubasi selama 60
menit pada suhu 65 °C, setiap 5 menit dilakukan taping secara perlahan. Setelah
inkubasi selesai, sampel ditap perlahan dan dispin down dengan mini centrifuge.
DNA siap untuk dianalisis kemurnian dan konsentrasinya. Sampel DNA disimpan
pada suhu -18 °C.

3.3.2.4 Analisis Kemurnian dan Konsentrasi DNA

Konsentrasi dan kemurnian DNA hasil ekstraksi dianalisis dengan menggunakan
Nanophotometer (IMPLEN, Jerman). Nanophotometer menunjukkan konsentrasi
DNA dalam satuan ng/ul, absorbansi A260/A280 sebagai ratio absorbansi asam
nukleat dengan protein, dan A260/A230 sebagai indikasi keberadaan komponen
lain seperti fenol. Sampel diteteskan pada cell sebanyak 1,5 pl kemudian
diletakkan pada cell holder. Sebelum dilakukan analisis sampel, dilakukan
pemeriksaan blanko sebagai referensi pengukuran dengan DNA rehydration
solution yang diteteskan pada cell sebanyak 1 L terlebih dahulu. Setiap
pergantian sampel cell dibersihkan dengan tissue bersih. Sampel DNA yang murni
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ditunjukkan dengan absorbansi A260/A280 berkisar 1,8 -2,0. DNA dengan
kemurnian 1,8 -2,0 dan konsentrasi > 50 ng/ul dapat dilanjutkan ke proses

amplifikasi dengan Polymerase Chain Reaction (PCR).

3.3.2.5 Amplifikasi Gen dengan Metode Polymerase Chain Reaction (PCR)

DNA bakteri dan fungi diamplifikasi dengan Polymerase Chain Reaction (PCR)
dengan alat thermocycler (Sensoquest, Jerman). Gen dari DNA bakteri
diamplifikasi menggunakan primer 16S rRNA (ribosomalRNA) dengan Forward
(5’-3”) 63F (CAGGCCTAACACATGCAAGTC) dan Reverse (5°-3”) 1387 R
(GGGCGGWGTGTACAAGGC) (Marchesi et.al., 1998). Setiap pereaksi PCR
terdiri dari 10,5uL mastermix MyTaq™ HS Red Mix , 0,25 pL primer Forward
(F), 0,25 pL primer Reverse (R), 8 pL ddH-0O, dan 2uL sampel DNA yang
dimasukkan pada microtube berukuran 0,2 mL. Program thermocycling yang
digunakan memiliki 6 tahapan, yaitu tahap denaturasi awal (94°C selama 5 menit),
tahap denaturasi (94°C selama 1 menit), tahap penempelan primer atau annealing
(50°C selama 1 menit), pemanjangan atau elongation (72°C selama 1 menit),
elongasi akhir (72°C selama 5 menit), dan cooling (20°C selama 10 menit). Tahap
denaturasi, penempelan primer (annealing), dan pemanjangan (elongation)
diulang sebanyak 30 siklus. Sedangkan DNA fungi diamplifikasi menggunakan
primer ITS (Internal Transcribed Spacer) (White et. al., 1990) dengan Forward
(5’-3’) ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) dan Reverse (5°-3”) ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) . Pereaksi PCR terdiri dari 10,5uL mastermix
MyTag™ HS Red Mix , 0,25 pL primer Forward (F), 0,25 pL primer Reverse (R),
7 pL ddH20, dan 3puL sampel DNA yang dimasukkan pada microtube berukuran
0,2 mL. Program thermocycling yang digunakan yaitu tahap denaturasi awal
(94°C selama 5 menit), tahap denaturasi (94°C selama 30 detik), tahap
penempelan primer atau annealing (52°C selama 30 detik), pemanjangan atau
elongation (72°C selama 45 detik), elongasi akhir (72°C selama 5 menit), dan
cooling (20°C selama 10 menit). Tahap denaturasi, penempelan primer

(annealing), dan pemanjangan (elongation) diulang sebanyak 30 siklus. Setelah
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seluruh pereaksi dimasukkan ke dalam microtube, sampel dihomogenkan dengan
tapping dan spin. Proses pencampuran pereaksi PCR dilakukan di Laminar UV 4
PCR. Sampel hasil PCR diletakkan di lemari pendingin bersuhu 4°C.

3.3.2.6 Visualisasi Hasil Amplifikasi Sekuens DNA dengan Elektroforesis

Visualisasi dilakukan dengan metode capillary electrophoresis menggunakan alat
elektroforesis digital QiaxCel Advanced (Qiagen, Jerman) menggunakan DNA
HIGH RESOLUTION KIT. Prosedur yang digunakan mengikuti panduan manual
QiaxCel Advanced dari Qiagen, Jerman.

Tahap Preparasi :

Sebelum dioperasikan cartridge diletakkan di suhu ruang terlebih dahulu selama +
20 menit. Kemudian, separation buffer dan wash buffer dituang ke dalam buffer
tray , ditempatkan pada buffer tray holder. Alignment marker yang berukuran 15
pb-3.000 pb (Qiagen, Jerman) untuk menyerupakan waktu migrasi DNA

dihomogenkan dan diletakkan pada well di buffer tray dalam posisi tube terbuka.

Tahap visualisasi dan penentuan ukuran fragmen DNA :

Visualisasi dan penentuan ukuran fragmen DNA dilakukan dengan software
QIAxcel ScreenGel yang ditampilkan dalam bahasa Instrumen QIAxcel dan
komputer dinyalakan, masuk ke QlAxcel ScreenGel software pada “DNA mode”
sebagai “routine user”. Buffer tray berisi alignment marker, separation buffer,
dan wash buffer dimasukkan ke bagian dalam QIAxcel Advanced dengan memilih
“park position” pada bagian status information. Cartridge dan smart key
dimasukkan ke dalam QIAxcel Advanced instruments di bagian atas, kemudian
nitrogen diaktifkan. Size marker yang berukuran 100 pb — 2.500 pb (Qiagen,
Jerman) sebagai pembanding ukuran fragmen DNA dan sampel DNA dari proses
PCR dihomogenkan dan diletakkan pada well di sample row dengan posisi tube
terbuka. Kemudian, klik “process profile” pada bagian “instrument status”,
cartridge type yang dipakai yaitu DNA Screening, pilih “process profile” yang

akan digunakan. Pemilihan sampel dilakukan d engan memilih “sample
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selection”, size marker yang digunakan 100 pb — 2,5 kb (20 ng/ pl), alignment
marker menggunakan QX 15pb -3 kb, pada bagian “sample row selection’ dipilih
baris A apabila hanya < 11 sampel yang akan dielektroforesis, klik kanan pada
salah satu kolom antara 1-12 untuk memilih lokasi size marker, kemudian klik
kotak “show lot information”. Selanjutnya, pilih “sample information” untuk
memberi nama masing-masing sampel dan size marker untuk menyesuaikan
posisi sampel di sample row. Setelah seluruh informasi cartridge,sampel dan
penanda (marker) terisi, kemudian pilih “run chceck”. Klik pada kotak untuk
mengkonfirmasi sample rows telah terisi sampel juga alignment marker dan size
marker telah dimasukkan. Nitrogen diaktifkan dan cartridge dikunci dengan
memilih “latch” pada bagian status information. Setelah “‘errors and warnings”
tidak menunjukkan peringatan, maka proses elektroforesis dapat dijalankan
dengan memilih “Run”. Setelah laju migrasi DNA selesai (+ 11 menit), software
akan menampilkan posisi dan ukuran fragmen DNA , untuk dapat mengetahui

ukuran fragmen DNA pilih “Analysis” pada bagian menu bar.

Variabel yang diamati adalah ketebalan pita DNA. Tebal pita yang tervisualisasi
dalam bentuk gel image pada proses elektroforesis mengindikasikan
kemelimpahan sekuen DNA bakteri dan fungi rhizosfer yang terseparasi. Semakin
tebal pita DNA yang terbentuk sampel diasumsikan dengan semakin
melimpahnya bakteri dan fungi rhizosfer pada sumber sampel, karena semakin
banyak pula DNA yang terdapat di dalamnya. Intensitas pita DNA yang muncul
pada proses elektroforesis menggambarkan kemelimpahan bakteri relatif suatu
populasi (Li et al., 2015).

Pernyataan tersebut juga didukung oleh Boon et al.(2002), yang menyatakan
bahwa intensitas pita dalam hal ini berupa ketebalan pita yang muncul pada gel
track saat proses elektroforesis merefleksikan jumlah dan kemelimpahan relatif

dari sekuen gen.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan diatas, dapat ditarik kesimpulan

sebagai berikut :

1. Benih kedelai dengan 4 varietas berbeda memiliki perbedaan viabilitas dan
vigor, varietas dengan viabilitas dan vigor terbaik adalah varietas Argomulyo,
dengan nilai 99,0% dan 0,99, diikuti varietas Dena-1, Anjasmoro, dan Devon-
1

2. Bakteri rhizosfer memiliki kemelimpahan tertinggi pada varietas Anjasmoro
diikuti Argomulyo, Dena-1, dan Devon-1, dan fungi rhizosfer pada varietas
Dena-1 diikuti Anjasmoro, Argomulyo, dan Devon-1.

3. Daya berkecambah dan indeks vigor memiliki korelasi positif dengan
kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer dengan nilai 0,935 dan 0,263,
sehingga seiring dengan peningkatan daya berkecambah dan indeks vigor,

maka kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer cenderung meningkat pula.

5.2 Saran

Berdasarkan kesimpulan pada penelitian ini, maka penulis menyarankan untuk

perlu dilakukan :
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1. Penelitian lebih lanjut terkait eksudat akar yang disekresikan oleh masing-
masing varietas kedelai agar dapat dilakukan pendekatan yang lebih akurat
terkait terjadinya perbedaan kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer

2. Penelitian lebih lanjut terkait kemelimpahan bakteri dan fungi rhizosfer pada
fase pertumbuhan lanjutan seperti pada fase vegetatif dan generatif tanaman
kedelai, bahkan sampai ke tahap pemanenan, agar dapat peranan bakteri dan
fungi rhizosfer tersebut diketahui hingga tahap akhir proses budidaya tanaman
kedelai

3. Metaanalisis dengan metagenomik untuk mengetahui jenis dan peranan
masing-masing bakteri dan fungi tersebut secara spesifik berdasarkan literatur

yang telah tersedia
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