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ABSTRAK 

 

STUDI KEMELIMPAHAN FUNGI RHIZOSFER BERBASIS 

POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) DAN PENGARUHNYA 

TERHADAP PERTUMBUHAN DAN PRODUKSI 4 VARIETAS KEDELAI 

(Glycine max (L.)Merill) DI LAHAN MARGINAL 

 

 

Oleh  

 

Ketut Prihartini 
 

Selain kondisi lahan, aktivitas mikroorganisme seperti fungi rizosfer yang terdapat 

dilahan marginal juga dapat mempengaruhi pertumbuhan dan produksi tanaman 

kedelai (Suharta,2010). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan 

viabilitas, vigor, pertumbuhan dan produksi dari 4 varietas kedelai yang ditanam di 

lahan marginal, mengetahui perbedaan kemelimpahan fungi rizhosfer tanaman 

kedelai 4 varietas yang ada di lahan marginal dan mengetahui korelasi yang terdapat 

pada komponen variabel pengamatan tanaman kedelai dengan kemelimpahan fungi 

rhizosfer. Sampel yang digunakan merupakan tanah yang terdapat disekitar 

perakaran 4 varietas tanaman kedelai yang berbeda, yaitu Argomulyo, Anjasmoro, 

Devon-1, Dena-1 dengan 4 ulangan setiap varietas. Masing-masing ulangan dari 

tiap varietas diambil 5 sampel secara acak dan dihomogenkan. Sampel tanah 

diambil 1gram kemudian diekstraksi dengan menggunakan metode Promega. 

Konsentrasi dan kemurnian DNA pada absorbansi A260/A280 yang diuji dengan 

UV-Spektrofotometer menunjukkan hasil berturut-turut 485 ng/µl, 259 ng/µl, 212 

ng/µl, 193 ng/µl dan 1,9; 19; 1,8; 1,8, maka hasil ekstraksi DNA dapat dilanjutkan 

ke proses amplifikasi dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR). Dimana 

pada setiap masing-masing tube berisi Master mix 10,5 µl, primer ITS 1 0,25 µl, 

ITS 4 0,25 µl, ddH2O 8 µl dan tamplate DNA 2 µl dengan menggunakan suhu 

annealing 54,0℃ dengan target amplikon berkisar ukuran 500 pb. Kemudian hasil 

amplifikasi divisualisasi dengan metode capillary electrophoresis digital. Pita 

DNA yang tervisualisasi berkisar 500 bp sesuai dengan target amplikon yang 

diharapkan. Kemelimpahan fungi rhizosfer diindikasikan dari perbedaan ketebalan 

pita yang tervisualisasi. Hasil visualisasi PCR pada masa perkecambahan 

menunjukkan bahwa varietas Devon-1 dan tertipis ada pada varietas Anjasmoro. 

Pada masa 100 hari setelah tanam hasil visualisasi PCR menunjukkan bahwa ke-4 

varietas tidak memperlihatkan adanya pita DNA. Varietas tanaman kedelai dengan 

viabilitas dan indeks vigor tertinggi terdapat pada varietas Devon-1 dan terendah 

pada varietas Anjasmoro. Varietas tanaman kedelai dengan pertumbuhan terdapat 

pada varietas Dena-1 dan terendah pada varietas Argomulyo. Korelasi antara 

variabel pengamatan tiap varietas dan fungi rizosfer tidak ada korelasi, kecuali pada 

indeks vigor dan tinggi tanaman minggu ke-2 memiliki korelasi positif terhadap 

fungi rhizosfer. 

 
Kata Kunci: Kedelai, Fungi Rhizosfer, Ekstraksi, PCR, Elektroforesis 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Di Indonesia, salah satu tanaman yang memiliki potensi untuk dikembangkan 

adalah kedelai.  Tanaman kedelai (Glycine max L.) merupakan tanaman penting 

nomor tiga setelah tanaman jagung dan padi.  Kedelai juga memiliki protein yang 

tinggi. Protein pada kedelai berperan penting dalam pemenuhan nutrisi 

masyarakat di Indonesia (Rifqi dan Dewi, 2018).  Kedelai banyak dimanfaatkan 

sebagai bahan di industri makanan, misalnya untuk bahan baku tahu, tempe, 

kecap, tauco, biskuit dan susu (Ginting et al, 2009).  Bagian tanaman selain biji 

dimanfaatkan untuk pupuk hijau dan pakan ternak.  Namun, seiring dengan 

pertumbuhan jumlah penduduk, kebutuhan kedelai juga terus meningkat (Kartiana 

Hendri dkk, 2023).  Karena kebutuhan akan kedelai terus meningkat maka 

produksi tanaman kedelai di Indonesia juga harus di tingkatkan.  Kondisi lahan 

tanam dan pertumbuhan tanaman harus diperhatikan agar produksinya meningkat. 

 

Salah satu faktor yang mendukung pertumbuhan tanaman kedelai adalah lahan 

yang subur dan mengandung unsur hara yang diperlukan oleh tanaman.  Unsur 

hara yang cukup dan seimbang akan membuat tanaman tumbuh dengan baik dan 

subur (Dewi, 2016).  Permasalahannya, sebagian besar lahan di Indonesia di 

dominasi oleh lahan marginal.  Menurut Suharta (2010), Lahan marginal adalah 

lahan yang miskin unsur hara, sehingga penggunaan lahan ini kurang optimal 

karena kandungan bahan organik yang sedikit. Kondisi lahan dengan kandungan 

bahan organik yang sedikit menyembabkan rendahnya aktivitas mikroorganisme 

yang memiliki peran sebagai penyedia hara (Direktorat Jendral Perkebunan, 

2010). 
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Mikroorganisme didalam tanah, salah satunya fungi rizosfer adalah salah satu 

faktor yang mempengaruhi kesuburan tanah dan berperan menyediakan nutrisi 

bagi tanaman.  Fungi rizosfer berinteraksi secara alami di dalam rizosfer.  Salah 

satunya yaitu simbiosis antara tanaman dan mikroorganisme.  Simbiosis antara 

fungi rizosfer dan tanaman kedelai sangat penting terutama di lingkungan yang 

miskin hara karena umumnya fungi rizosfer dapat membantu tanaman untuk 

menyerap fosfor yang biasanya tidak tersedia bagi tanaman.  Fungi rizosfer juga 

dapat membantu mengangkut belerang dan nitrogen ke tanaman (Igiehon & 

Babalola, 2017).  Contoh fungi rizosfer yang menguntungkan pada tanaman 

kedelai yaitu Glomus mosseae dimana fungi ini dapat membantu tanaman kedelai 

pada kondisi cekaman kekeringan, (Chen et al., 2017).  Dalam penelitian Miranda 

(2008) mengungkap jenis fungi rizosfer G. eunikatum dan E. colombiana dapat 

membantu tanaman kedelai berproduksi lebih tinggi.  

 

Berdasarkan peran pentingnya fungi rizosfer bagi pertumbuhan tanaman, maka 

kemelimpahan fungi rizosfer di lahan marginal seharusnya akan mempengaruhi 

pertumbuhan tanaman tersebut.  Namun, penelitian tentang kemelimpahan fungi 

rizosfer pada lahan marginal masih belum banyak.  Terbatasnya informasi 

kemelimpahan dan keanekaragaman fungi rizosfer pada lahan marginal menjadi 

pemicu untuk melakukan penelitian kemelimpahan fungi rhizosfer di lahan 

marginal yang dianalisi menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) 

untuk mengetahui pengaruhnya terhadap pertumbuhan 4 varietas tanaman kedelai 

(Glycine Max (L.) Merill) yang ditanam di lahan marginal. 

 

 

 

1.2  Rumusan Masalah  

 

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Apakah terdapat perbedaan viabilitas, vigor, dan pertumbuhan dari 4 varietas 

kedelai yang ditanam di lahan marginal? 

2. Apakah terdapat perbedaan kemelimpahan fungi rizhosfer tanaman kedelai 

dari 4 varietas yang ditanam pada lahan marginal? 
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3. Apakah korelasi yang terdapat pada komponen variabel pengamatan tanaman 

kedelai dengan kemelimpahan fungi rhizosfer? 

 

 

 

1.3  Tujuan Penelitian 

 

Tujuan dilakukannya penelitian ini sebagai berikut: 

1. Mengetahui perbedaan viabilitas, vigor, dan pertumbuhan dari 4 varietas 

kedelai yang ditanam di lahan marginal. 

2. Mengetahui perbedaan kemelimpahan fungi rizhosfer tanaman kedelai 4 

varietas yang ada di lahan marginal. 

3. Mengetahui korelasi yang terdapat pada komponen variabel pengamatan 

tanaman kedelai dengan kemelimpahan fungi rhizosfer. 

 

 

 

1.4  Landasan Teori  

 

Pertumbuhan dan produksi tanaman kedelai di pengaruhi oleh ketersediaan unsur 

hara yang ada di dalam tanah.  Menurut Husen dkk (2006), ketersediaan unsur 

hara di dalam tanah dipengaruhi oleh mikroorganisme, salah satunya fungi 

rizosfer.  Fungi rizosfer secara alami berinteraksi di dalam rizosfer.  Salah satunya 

yaitu interaksi simbiosis yang merupakan interaksi diantara tanaman dan fungi 

rizosfer agar sama-sama mendapatkan keuntungan.  Menurut Siregar dkk (2020), 

tanaman bersimbiosis dengan fungi rizosfer agar tanaman mendapat unsur hara 

yang cukup.  Membantu tanaman menyerap unsur hara adalah peran utama fungi 

rizosfer, mendapat makanan dan habitat dari tanaman adalah keuntungan yang 

didapat fungi rizosfer (Widyati 2013).  Keberadaan fungi rizosfer dipengaruhi 

oleh kondisi tanah.  Yunus dkk (2017), menyatakan kondisi tanah yang digunakan 

untuk pertanaman kedelai harus memiliki kondisi lingkungan yang baik, sehingga 

fungi rizosfer dalam tanah dapat terjaga.  Akan tetapi lahan di Indonesia 

didominasi oleh lahan marginal.  Lahan marginal biasanya miskin unsur hara dan 

memiliki bahan organik yang sedikit.  Menurut Yuwono (2009), lahan marginal 

merupakan lahan dengan mutu yang rendah karena kandungan unsur hara dan 

bahan organik yang sedikit.  
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Kandungan bahan organik yang sedikit ini menyebabkan rendahnya aktivitas 

fungi rizosfer.  Menurut Azeem et al. (2013), menunjukkan bahwa di lahan 

marginal Pakistan terdapat berbagai macam fungi rizosfer yang memiliki potensi 

untuk digunakan sebagai agen biokontrol terhadap penyakit tanaman.  Beberapa 

jenis fungi yang ditemukan yaitu Fusarium oxysporum, Trichoderma harzianum, 

dan Aspergillus niger.  Studi yang dilakukan oleh Zainuddin et al. (2016) di lahan 

marginal Aceh menunjukkan bahwa terdapat sejumlah fungi rizosfer yang dapat 

berperan dalam meningkatkan produktivitas tanaman.  Beberapa jenis fungi yang 

ditemukan yaitu Aspergillus sp., Penicillium sp., dan Rhizopus sp.  Penelitian 

yang dilakukan oleh Kurniawan et al. (2019) di lahan marginal Banyumas 

menunjukkan bahwa terdapat berbagai macam fungi rizosfer yang dapat diisolasi 

dan dikarakterisasi.  Beberapa jenis fungi yang ditemukan yaitu Aspergillus niger, 

Trichoderma viride, dan Mucor sp dan Studi yang dilakukan oleh Susilowati et al. 

(2020) di lahan marginal Brebes menunjukkan bahwa terdapat sejumlah fungi 

rizosfer yang memiliki potensi sebagai agen biokontrol terhadap nematoda parasit 

tanaman.  Beberapa jenis fungi yang ditemukan yaitu Trichoderma sp., 

Penicillium sp., dan Aspergillus sp. 

 

Untuk mengetahui lebih jauh simbiosis antara fungi rizosfer dan tanaman kedelai 

yang ditanam di lahan marginal, perlu dilakukan analisis dengan metode PCR 

(Polymerase chain reaction).  Metode PCR adalah metode enzimatis yang 

digunakan untuk melipatgandakan (amplification) secara berulang suatu sekuen 

nukleotida tertentu secara in vitro (Yuwono, 2006).  Kelebihan menggunakan 

metode ini yatitu membutuhkan sampel yang sedikit tetapi dapat menghasilkan 

amplifikasi yang akurat dan cepat (Ismaun dkk, 2021).  Komponen- komponen 

yang diperlukan pada proses PCR adalah template DNA; sepasang primer, yaitu 

suatu oligonukleotida pendek yang mempunyai urutan nukleotida yang 

komplementer dengan urutan nukleotida DNA templat; dNTPs (Deoxynucleotide 

trifosfat); buffer PCR; magnesium klorida (MgCl2) dan enzim polimerase DNA. 

Proses PCR melibatkan beberapa langkah, yaitu: (1) pra-denaturasi DNA 

template; (2) denaturasi DNA template; (3) penempelan primer pada template 

(annealing); (4) pemanjangan primer (perpanjangan) dan (5) stabilisasi (pasca 
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ekstensi). Langkah (2) hingga (4) merupakan langkah berulang (siklus) yang 

berulang dengan penggandaan jumlah DNA pada setiap siklusnya (Handoyo & 

Rudiretna, 2001). 

 

 

 

1.5  Kerangka Pemikiran 

 

Tanaman kedelai merupakan salah satu tanaman penting setelah padi dan jagung. 

Tanaman kedelai biasanya dimanfaatkan diindustri makanan.  Namun, seiring 

bertambahnya jumlah penduduk membuat kebutuhan kedelai juga terus 

meningkat.  Akan tetapi kedelai di Indonesia belum mencukupi untuk kebutuhan 

penduduk.  Salah satu penyebabnya karena pertumbuhan kedelai yang kurang 

optimal.  Pertumbuhan kedelai yang kurang optimal bisa disebabkan oleh 

beberapa faktor.  Salah satu faktor yang mempengaruhi pertumbuhan kedelai 

menjadi kurang optimal yaitu kondisi lahan.  Lahan di Indonesia didominasi oleh 

lahan marginal.  Lahan marginal adalah lahan yang miskin unsur hara dan 

memiliki sedikit bahan organik.  Bahan organik yang sedikit ini dapat 

mempengaruhi aktivitas mikroorganisme, salah satunya fungi rizosfer dalam lahan 

yang berperan sebagai penyedia unsur hara.  Selain unsur hara, faktor lain yang 

mempengaruhi pertumbuhan tanaman kedelai tumbuh dengan baik adalah 

viabilitas dan vigor benih pada fase perkecambahan benih.  Berdasarkan masalah 

tersebut, penulis melakukan budidaya kedelai di lahan marginal kemudian 

dilakukan analisis viabilitas dan vigor benih serta pertumbuhan dan produksi 4 

varietas tanaman kedelai dan dilakukan analisis kemelimpahan fungi rizosfer 

menggunakan metode Polymerase Chain Reactiom (PCR).  Tujuannya untuk 

mengetahui terdapat atau tidak perbedaan viabilitas, vigor, pertumbuhan dan 

produksi dari 4 varietas kedelai yang ditanam di lahan marginal, ada perbedaan 

atau tidak jumlah fungi rizhosfer dari 4 varietas kedelai dengan metode 

Polymerase Chain Reaction (PCR) melalui perbedaan visualisasi pita DNA saat 

elektroforesis.  Setelah mengetahui adanya perbedaan kemelimpahan fungi 

rizhosfer, penulis ingin mengetahui korelasi antara variabel pengamatan tanaman 

kedelai dengan Kemelimpahan fungi rhizosfer. 
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Gambar 1. Diagram alir Kerangka Pemikiran 

 

 

 

1.6  Hipotesis 

 

1. Terdapat perbedaan viabilitas, vigor, pertumbuhan dari ke-4 varietas kedelai 

yang ditanam di lahan marginal. 

2. Terdapat perbedaan jumlah fungi rizhosfer tanaman kedelai dari 4 varietas 

yang ditanam pada lahan marginal. 

3. Perbedaan komponen variabel pengamatan tanaman kedelai memiliki 

korelasi dengan kemelimpahan fungi rhizosfer, komponen variabel 

pengamatan tanaman kedelai yang tinggi menghasilkan kemelimpahan fungi 

rhizosfer yang tinggi pula, dan sebaliknya. 
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II TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1  Tanah Marginal 

 

Di Indonesia, tanah marginal memiliki sebaran yang sangat luas dari dataran 

rendah sampai dataran tinggi dengan daerah dataran rendah dan pegunungan, 

umumnya beriklim lembab.  Kendala utama yang biasa ditemui pada tanah 

marginal baik di iklim kering maupun lembab adalah unsur hara yang sedikit, 

kandungan bahan organik yang rendah, kadar besi dan aluminium yang tinggi 

yang melebihi batas toleransi tanaman dan kepekaan terhadap erosi sehingga 

produktivitas dapat menurun (Buol et al., 1980).  Dilihat dari cakupannya, tanah 

marginal memiliki potensi yang tinggi untuk pengembangan pertanian kering. 

Namun, penggunaan tanah ini memiliki keterbatasan sifat-sifat tanah yang dapat 

menghambat pertumbuhan tanaman, terutama tanaman pangan, jika tidak dikelola 

dengan baik.  Beberapa batasan umum untuk tanah marginal adalah kemasaman 

tanah yang tinggi, pH sedang <4,50, kandungan hara yang rendah, dan kandungan 

bahan organik yang rendah.  Teknologi pengapuran, pemupukan P dan K serta 

bahan organik dapat digunakan untuk mengatasi kendala tersebut.  Untuk kedelai, 

pemberian kapur sedalam 30 cm memberikan hasil tertinggi, tetapi sisa kapur 

tidak mempengaruhi tinggi jagung yang ditanam setelah kedelai, hanya berat 

tongkol basah.  Pemberian kapur dapat mengatasi masalah pengasaman tanah dan 

juga memastikan tanaman dapat bertahan hidup dan berproduksi di musim 

kemarau (Prasetyo et al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

8 

2.2  Deskripsi Tanaman Kedelai (Glycine max Merr.) 

 

Kedelai merupakan sumber protein yang murah, sehingga dapat digunakan untuk 

memenuhi kebutuhan pangan penduduk.  Permintaan kedelai setiap tahun 

meningkat seiring dengan pertumbuhan penduduk dan kesadaran masyarakat yang 

semakin meningkat terhadap pangan berprotein nabati.  Kedelai juga mengandung 

asam tak jenuh yang dapat mencegah timbulnya aterosklerosis, atau pengerasan 

pembuluh darah (Taufiq dan Novo, 2004). 

 

2.2.1  Deskripsi Kedelai Varietas Argomulyo 

 

Kedelai varietas Argomulyo merupakan salah satu varietas kedelai unggul di 

Indonesia.  Kedelai varietas Argomulyo merupakan kedelai dari Thailand, dengan 

nama asal Nakhon Sawan 1.  Kedelai varietas Argomulyo ini memiliki daya hasil 

1,5-2,0 ton/ha (Balitkabi, 2016).  Kedelai varietas Argomulyo merupakan tipe 

kedelai determinate.  Varietas ini mempunyai batang agak berkayu dan tumbuh 

cenderung tegak biasanya dengan tinggi tanaman 31,69-36,57 cm.  Batang 

varietas ini berwarna hijau dan berbentuk silindris yang dipenuhi bulu berwarna 

coklat.  Batang memiliki 2-4 cabang.  Sistem perakaran kedelai varietas ini adalah 

akar tunggang, daunnya berbentuk majemuk dan berwarna hijau.  Bentuk bunga 

seperti kupu-kupu dan berwarna ungu.  Permukaan polong ditumbuhi bulu 

berwarna coklat.  Polong berwarna hijau Ketika masih muda dan berwarna coklat 

Ketika sudah tua.  Biji varietas ini cukup besar dengan berat setiap 100 biji 

mencapai 15,5-17,8 g/100 biji dengan bentuk biji berbentuk oval agak pipih dan 

berwarna kuning (Darsono, 2010). 

 

2.2.2  Deskripsi Kedelai Varietas Anjasmoro 

 

Salah satu varietas kedelai yang biasa ditanam petani adalah varietas Anjasmoro. 

Varietas kedelai Anjasmoro dilepas secara resmi oleh Balitkabi pada tahun 2001 

dengan potensi hasil 2,03 - 2,25 ton/ha (Widyaningrum et al., 2018).  Kedelai 

varietas Anjasmoro tidak tahan terhadap kekeringan, sehingga kebutuhan air 

tanaman harus tercukupi secara optimal.  Kedelai varietas Anjasmoro memiliki 

kebutuhan air 440–550ml/tanaman per hari atau setara 5,37–5,95mm/hari dan 
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efisiensi penggunaan air 3,49–5,60 g/mm (Makarim et al., 2017).  Kedelai 

varietas Anjasmoro merupakan tipe kedelai determinate.  Varietas ini mempunyai 

batang agak berkayu dan tumbuh cenderung tegak biasanya dengan tinggi 

tanaman 43-50,3 cm.  Batang varietas ini berwarna hijau dan berbentuk silindris 

yang dipenuhi bulu berwarna putih.  Sistem perakaran kedelai varietas ini adalah 

akar tunggang, daunnya berbentuk majemuk dan berwarna hijau.  Bentuk bunga 

seperti kupu-kupu dan berwarna ungu.  Varietas Anjasmoro dapat dipanen ketika 

memasuki umur 82 HST.  Permukaan polong dipenuhi bulu berwarna putih 

seperti pada batang. Polong berwarna hijau Ketika masih muda dan berwarna 

coklat Ketika sudah tua.  Bentuk biji berbentuk oval agak pipih dan berwarna 

kuning (Darsono, 2010). 

 

2.2.3  Deskripsi Kedelai Varietas Devon-1 

 

Kedelai varietas Devon-1 merupakan hasil persilangan dari galur harapan K dan 

IAC 100-997-1035 dikeluarkan pada 1 Desember 2014.  Varietas ini memiliki 

kadar Isoflavon yang tinggi.  Varietas ini memiliki daya hasil rata-rata 2,75 

ton/ha. Biji varietas ini cukup besar dengan berat setiap 100 biji mencapai 14,3 

g/100 biji.  Daun berwarna hijau dan berbentuk bulat, batang memiliki 2-3 cabang 

dan memiliki bulu berwarna coklat keputihan, bunga berwarna ungu.  Varietas ini 

dapat dipanen pada umur sekitar 83 HST (Balitkabi, 2015).  Varietas Devon-1 

tahan terhadap penyakit karat daun dan agak tahan terhadap hama ulat grayak 

(Spodoptera litura F.) dan penghisap polong (Riptortus linearis) (Balitkabi, 

2015).  

 

2.2.4  Deskripsi Kedelai Varietas Dena-1 

 

Varietas Dena I adalah varietas hasil persilangan antara Agromulyo dan IAC 100 

dan dikeluarkan pada 5 Desember tahun 2014.  Kedelai varietas Dena-1 

merupakan tipe kedelai determinate.  Mulai berbunga pada umur 33 HST dan 

dapat dipanen pada umur 78 HST.  Daun berbentuk oval dengan ukuran sedang, 

batang memiliki 1-3 cabang/tanaman.  Biji varietas ini cukup besar dengan berat 

setiap 100 biji mencapai 14,3 g/100 biji.  Kulit biji berwarna kuning, kotiledon 

berwarna hijau dan polong berwarna coklat kekuningan.  Varietas ini memiliki 
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sifat polong tidak mudah pecah.  Varietas Dena-1 tahan terhadap penyakit karat 

daun dan rentan terhadap hama ulat grayak (Spodoptera litura F.) dan penghisap 

polong (Riptortus linearis) (Balitkabi, 2015).  

 

 

 

2.3  Syarat Tumbuh Tanaman Kedelai  

 

Tanah dan iklim merupakan faktor penentu dalam keberhasilan budidaya kedelai. 

Kedelai dapat tumbuh dengan baik pada tanah yang tidak tergenang air, lembab, 

bertekstur gembur dan memiliki pH 6-6,8.  Kedelai masih dapat berproduksi pada 

pH 5,5, tetapi tidak sebaik pada pH 6-6,8.  Pertumbuhan kedelai pada pH < 5,5 

sangat terlambat karena keracunan aluminium. T anaman kedelai biasanya dapat 

beradaptasi dengan berbagai jenis tanah dan dapat tumbuh pada tanah yang 

bertekstur ringan hingga sedang (Sofia, 2007).  Sebagian besar tanaman kedelai 

tumbuh di daerah yang memiliki iklim tropis dan subtropis.  Tanaman kedelai 

lebih menyukai iklim kering dibandingkan denfan iklim lembab.  Tanaman 

kedelai umumnya dapat tumbuh dengan baik di daerah yang mempunyai curah 

hujan sekitar 100-400 mm/bulan.  Sedangkan pada curah hujan antara 100-200 

mm/bulan, kedelai dapat tumbuh dengan optimal.  Kedelai dapat tumbuh dengan 

baik pada suhu antara 21-34℃, akan tetapi suhu optimal untuk pertumbuhan 

tanaman kedelai yaitu antara 23-30℃.  Benih kedelai memerlukan suhu sekitar 

30℃ pada saat proses perkecambahan.  Tanaman kedelai umumnya dapat tumbuh 

dengan baik pada ketinggian kurang dari 500 mdpl dan tergantung varietas 

(Irwan, 2006). 

 

 

 

2.4  Viabilitas Benih dan Vigor Benih 

 

Viabilitas benih adalah kemampuan suatu benih atau sekelompok benih untuk 

tumbuh dan berkecambah normal (Ridha et al.,2017).  Viabilitas benih merupakan 

parameter dari proses pertumbuhan benih itu sendiri.  Uji viabilitas benih 

bertujuan untuk mengetahui pertumbuhan keseluruhan benih yang hidup  
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Terdapat metabolisme yang dapat dilihat di dalam proses tersebut.  Proses yang 

terjadi di dalam benih tidak bisa dilihat secara langsung, namun dapat dilihat 

perubahan dari hari-kehari pada benih dan kemajuan-kemajuan tumbuh pada 

benih (Rohbiyah, 2021).   

 

Viabilitas benih mencangkup daya berkecambah dan vigor benih (Shari et al., 

2013).  Viabilitas dan vigor mempunyai hubungan yang dapat dilihat pada daya 

berkecambah dan perkecambahan pada hitungan pertama.  Benih yang 

mempunyai vigor yang tinggi akan memiliki viabilitas yang tinggi, sebaliknya 

benih yang mempunyai viabilitas yang tinggi belum tentu mempunyai vigor yang 

tinggi (Permanasari, 2014).  Hal ini kemungkinan dipengaruhi oleh perbedaan 

varietas (Syamsudin et al., 2011).  Vigor benih dapat diketahui melalui pengujian 

vigor benih.  Pengujian vigor benih dihitung pada hitungan pertama. 

 

 

 

2.5  Total Isoflavon pada 4 Varietas Kedelai 

 

Isoflavon adalah subkelompok flavonoid yang ditemukan terutama pada tanaman 

kacang-kacangan.  Menurut Sugiyama (2019), Isoflavon terkenal karena 

fungsinya dalam interaksi tanaman-mikroba, terutama dalam simbiosis dan 

pertahanan.  Dalam simbiosis, akar kedelai mengeluarkan isoflavon seperti 

daidzein dan genistein ke dalam rizosfer sebagai senyawa sinyal bagi rhizobia 

untuk membentuk nodulasi. Dalam pertahanan, daidzein berfungsi sebagai 

prekursor untuk biosintesis gliseollin dan fitoaleksin yang memiliki aktivitas 

antimikroba dan diinduksi saat infeksi oleh patogen seperti Phytophthora sojae 

dan Macrophomina phaseolina. Isoflavon rizosfer juga memainkan berbagai 

peran dalam komunikasi biologis dengan mikroba tanah (Sugiyama, 2019).  Pada 

ke-4 varietas tanaman kedelai yang diujikan Devon-1 memiliki kandungan 

isoflavon tertinggi diantara varietas lainnya, diikuti Argomulyo, Anjasmoro, dan 

Dena-1 (Tabel 1)  
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Tabel 1. Kadar Genistein, Daidzein, dan Total Isoflavon 4 Varietas Kedelai dari 

Berbagai Literatur 

 

Varietas Genistein Daidzein Total Isoflavon 

Anjasmoro 

23,67 mg/100g 

(Sulistyowati, et 

al.,2018) 

18,69 mg/100g 

(Sulistyowati, et 

al.,2018) 

0.068±0.0009 % w/ 

(Dwiatmaka, et al.,2021) 

Argomulyo 

22,15 mg/100g 

(Sulistyowati, et 

al.,2018) 

29,68 mg/100 g 

(Sulistyowati, et 

al.,2018) 

0.074±0.0015 %w/w 

(Dwiatmaka, et al.,2021) 

Dena-1 

± 10mg/100g 

(Yusnawan, et al., 

2018) 

±12                                                        

, et al., 2018) 

0.062±0.0009 (Dwiatmaka, 

et al.,2021)  

Devon-1 

40,7 mg/100g 

(Krisnawati dan 

Adie, 2009) 

69,5 mg/100g 

(Krisnawati dan 

Adie, 2009) 

200 mg/100g (Balitkabi, 

2016); 0.112±0.0012 

%w/w (Dwiatmaka, et 

al.,2021) 

 

 

 

2.6  Identifikasi Mikroorganisme Tanah 

 

Keanekaragaman hayati adalah berbagai jenis makhluk hidup yang ada di bumi 

ini, maupun di darat, di lautan dan tempat lain dan terdiri dari hewan, tumbuhan, 

mikroorganisme dan semua gen yang dikandungnya, dan ekosistem yang telah 

terbentuk (Sugandi dkk., 2010).  Organisme hidup berukuran kecil sering disebut 

sebagai mikroba atau mikroorganisme.  Rhizosfer merupakan daerah yang cocok 

dan sangat baik bagi pertumbuhan mikroorganisme tanah yang pada umumnya 

didominansi oleh fungi, aktinomicetes, dan bakteri (W. Meng et al., 2007). 

Rhizosfer banyak mengandung eksudat akar yang dikeluarkan melalui proses 

sekresi akar oleh tanaman (R. E. Hoagland and R. D. Williams, 1985 dalam 

Widiastutik dan Alami, 2014).  Eksudat akar mengandung karbohidrat, asam 

organik, asam amino, enzim, dan senyawa-senyawa lain (S. A. Cheema et al., 

2008).  Rhizosfer merupakan habitat yang baik untuk pertumbuhan 

mikroorganisme.  Daerah akar relatif kaya akan unsur hara atau nutrisi bagi 

mikroorganisme termasuk fungi.  Faktor tanah yang mempengaruhi keberadaan 

mikroorganisme adalah jenis tanah, kelembaban tanah, pH tanah, suhu tanah dan 

umur tanah.  Peran mikroorganisme didalam rizosfer yaitu berperan dalam proses 
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pembentukan tanah, berperan dalam siklus hara, membantu pertumbuhan 

tanaman, sebagai pengendali hayati terhadap patogen akar serta memengaruhi 

aktivitas mikroorganisme (Prayudyaningsih et al., 2015). 

 

Ada dua metode yang biasa digunakan untuk mengidentifikasi komunitas 

mikroba, yaitu: metode yang hanya mengidentifikasi mikroba yang dapat 

ditumbuhkan (culture dependent) dan metode yang dapat mengidentifikasi 

mikroba tanpa dikultur (culture independent).  Metode untuk mengidentifikasi 

mikroba yang dapat ditumbuhkan (culture dependent) adalah dengan 

menumbuhkan beberapa mikroba dalam sampel pada nutrisi terpilih untuk 

merangsang pertumbuhannya.  Struktur komunitas dinilai dengan 

mengidentifikasi isolat dari koloni dominan.  Susilowati dkk. (2015) menyatakan 

bahwa metode ini dianggap kurang efisien karena setiap isolat harus dipantau 

lebih lanjut karakteristik fisiologis, taksonomi dan reaktivitasnya.  

 

 

 

2.7.  Metode Analisis DNA Fungi 

 

Keragaman genetik dapat diamati dengan melihat sifat-sifat genetik, sifat yang 

diamati adalah DNA, yang sulit dipengaruhi dari lingkungan.  Penggunaan 

penanda molekuler berupa DNA (deoxyribonucleic acid) sedang digunakan 

sejalan dengan perkembangan ilmu biologi molekuler.  Penanda DNA, yang 

digunakan sejak 1980-an, merupakan pendekatan untuk lebih meningkatkan 

informasi genetik yang tidak dapat diperoleh dengan penanda protein. 

Keunggulan penanda DNA adalah dapat digunakan dalam jumlah yang tidak 

terbatas dan dapat mencakup seluruh genom tanaman, tidak terpengaruh oleh 

peraturan perkembangan tanaman, dan memiliki kemampuan yang tinggi untuk 

menggambarkan keragaman sifat antar individu.  Kekurangannya masih 

membutuhkan biaya yang tinggi dalam penerapannya dibandingkan dengan 

analisis isoenzim dan peralatan yang tersedia masih terbatas pada institusi atau 

institusi tertentu.  Penanda molekuler banyak digunakan dalam analisis keragaman 

genetik tanaman, yaitu RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).  Oleh 

karena itu, molekul ini dapat didasarkan pada PCR (polymerase chain reaction), 
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yang banyak digunakan untuk mengidentifikasi keanekaragaman pada tingkat 

intraspesies dan interspesies (Langga, 2012). 

 

Salah satu cara untuk mengidentifikasi spesies jamur secara molekuler adalah 

dengan menggunakan urutan DNA ribosom (rDNA) di wilayah ruang transkripsi 

internal (ITS).  Wilayah rDNA ITS yang cocok untuk identifikasi spesies 

diagnostik dan analisis filogenetik adalah wilayah tersebut.  ITS-1 dan ITS-2 

bersama-sama mengapit wilayah 5.8S dari rDNA jamur.  Posisi primer ITS1 dan 

ITS4 pada ribosom DNA disajikan pada gambar 2 di bawah ini. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Posisi primer ITS1 dan ITS4 pada ribosom DNA (White et al., 1990) 

 

Sebelum dapat dilakukan analisis filogenetik molekuler berdasarkan sekuens 

rDNA di wilayah ITS, perlu dilakukan optimasi isolasi DNA dan amplifikasi 

rDNA ITS tersebut.  Optimalisasi ini harus dilakukan untuk mendapatkan produk 

amplifikasi ITS rDNA PCR yang cukup baik untuk menghasilkan sekuens DNA 

yang baik untuk analisis lebih lanjut (Schoch et al., 2012).  Menurut White, et 

al.(1990), Primer ITS menggunakan daerah yang dilestarikan dari gen rRNA 18S, 

5.8S, dan 28S untuk memperkuat daerah noncoding di antara mereka.  ITS1 

adalah pelengkap dari NS8.  

 

2.7.1  Ekstrasi DNA Fungi 

 

Prinsip dasar ekstraksi DNA adalah menghancurkan dinding sel dan membran 

tanaman kemudian mengeluarkan DNA yang terdapat dalam inti sel tanpa 
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merusak DNA tersebut (Sharma et al., 2010).  Sedangkan menurut Chi et al. 

(2009), proses ekstraksi DNA secara umum dibagi menjadi beberapa tahapan, 

yaitu penyiapan bahan yang akan digunakan, proses penghancuran sel, 

penghilangan pengotor dan pengumpulan DNA.  Menurut Ogunkanmi dkk. 

(2011), DNA yang diekstraksi harus bebas dari senyawa pencemar seperti 

polisakarida, polifenol dan tanin, yang sering terbawa dan dapat menghambat 

kerja beberapa enzim yang terlibat dalam aktivitas molekuler.  Analisis 

konsentrasi dan kemurnian hasil ekstraksi DNA diukur dengan menggunakan alat 

spektofotometer.  Menurut Barbas et al. (2001), Konsentrasi DNA dihitung 

dengan menggunakan rumus: 

Konsentrasi DNA (ng/µL) 

= A260 x 50 ng/µL x faktor pengenceran 

Rasio Kemurnian DNA=
[Abs pada λ A260 − Abs pada λ A320 ]

[𝐴𝑏𝑠 𝑝𝑎𝑑𝑎 𝜆 𝐴280 − 𝐴𝑏𝑠 𝑝𝑎𝑑𝑎 𝜆 𝐴320 ]
 (Sambrook dkk. 1989): 

Keterangan:  

A260 = Nilai absorbansi pada λ 260 nm 

50 = Larutan dengan nilai absorbansi 1.0 sebanding dengan 50ug untai ganda 

DNA per mL. 

Kemurnian DNA dapat dilihat dari rasio absorbansi DNA (A260 : A280).  Dimana 

nilai rata-rata kemurnian (R) DNA yang diperoleh dari hasil penelitian ini berkisar 

antara 1,7-2,1.  Menurut Sambrook et al. (1989), hasil isolasi DNA dikatakan 

murni jika nilai rasio A260/280 antara 1,8 hingga 2,0.  

 

2.7.2  Amplifikasi sekuens DNA dengan Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 

Metode reaksi berantai polimerase atau Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah 

metode enzimatis yang digunakan untuk melipatgandakan (amplification) secara 

berulang suatu sekuen nukleotida tertentu secara in vitro (Yuwono, 2006). 

Komponen yang dibutuhkan dalam proses PCR adalah DNA template yang 

biasanya berupa DNA plasmid, DNA kromosom.  DNA tamplate berfungsi 

sebagai cetakan untuk pembentukan DNA baru yang sama.  Pasangan primer, 

dimana primer adalah penentu keberhasilan proses PCR.  Primer berfungsi untuk 

menyediakan gugus hidroksi (-OH) pada ujung 3’dan sebagai pembatas fragmen 

DNA. dNTP (deoksinukleotida trifosfat) merupakan campuran yang terdiri dari 
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dATP (deoksiadenosin trifosfat), dTTP (deoksitimidin trifosfat) , dCTP 

(deoksisitidin trifosfat) dan dGTP (deoksiguanosin trifosfat).  Fungsi dNTP pada 

proses PCR yaitu sebagai building block DNA dalam proses ekstensi DNA.  Pada 

proses PCR dNTP menempel pada gugus –OH pada ujung 3’ dari primer yang 

akan membentuk untai baru yang komplementer dengan untai DNA templat.  

Buffer berfungsi sebagai penyeimbang pH, karena reaksi PCR akan terjadi pada 

pH tertentu.  Magnesium klorida (MgCl2) bertindak sebagai kofaktor yang dapat 

menstimulasi aktivitas DNA polimerase.  Enzim DNA polimerase berfungsi 

sebagai katalis pada proses PCR (Handoyo dan Rudiretna, 2001).  Proses PCR 

melibatkan beberapa langkah, yaitu: (1) pra-denaturasi DNA template; (2) 

denaturasi DNA template; (3) penempelan primer pada template (annealing); (4) 

pemanjangan primer (perpanjangan) dan (5) stabilisasi (pasca ekstensi).  Langkah 

(2) hingga (4) merupakan langkah berulang (siklus) yang berulang dengan 

penggandaan jumlah DNA pada setiap siklusnya (Handoyo & Rudiretna, 2001). 

 

2.7.3  Visualisasi Hasil Amplifikasi dengan Elektroforesis 

 

Elektroforesis adalah teknik untuk memisahkan fragmen DNA berdasarkan 

ukuran (berat molekul) dan struktur fisik molekul.  Prinsip kerja elektroforesis 

didasarkan pada pergerakan partikel bermuatan negatif (anion), seperti DNA, 

yang bergerak menuju kutub positif, sedangkan partikel bermuatan positif (kation) 

bergerak menuju kutub negatif.  Semakin kecil molekul DNA maka semakin cepat 

migrasi molekul DNA melewati gel (Nugraha et al., 2014).  Hasil elektroforesis 

yang menunjukan pita dibandingkan ketebalannya antara varietas satu dengan 

varietas lainnya, pita yang paling tebal menunjukkan kemelimpahan fungi rizosfer 

yang paling banyak, seperti yang dikemukakan oleh Machsun dan Zulaika (2017) 

pada hasil elektroforesisnya terdapat sejumlah pita protein yang memiliki 

ketebalan yang berbeda-beda.  Protein yang lebih besar dari protein lain 

menunjukkan bahwa protein tersebut memiliki konsentrasi yang tinggi.  Semakin 

tinggi konsentrasi protein, semakin tebal pita yang terbentuk. 
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 III METODELOGI PENELITIAN 

 

 

 

3.1  Waktu dan Tempat 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April 2022 sampai juli 2022, di Kabupaten 

Way Kanan dan di UPT Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi 

Universitas Lampung. 

 

 

 

3.2  Alat dan Bahan 

 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini di lapangan yaitu tugal, cangkul, 

ember, kored, meteran, alat tulis, karung dan timbangan. Alat-alat yang digunakan 

dalam penelitian ini di laboratorium yaitu cool box, kertas tissue, autoklaf, oven, 

micropipette eppendorf,  alat Centrifuge (Hybrid refrigerated Centrifuge CAX-

370), Tissue Lyser (Tissue Lyser LT Qiagen), Vortex (Bio Vortex V1), Alat 

Inkubasi (Thermo-shaker TS-100 DAN CH-100), Alat Spin (mIcro one), 

Nanophotometer P 360 (Implen) Qiaxsel advanced, kuvet, alat PCR Thercycler 

PCR Sensoquest Sensodirect (Sensoquest Jerman) , well buffer, alat elektroforesis 

(Qiaxsel advanced 12352 dari Qiagen), disposable free powder goves dan freezer. 

 

Bahan-bahan yang akan digunakan di lapangan pada penelitian ini yaitu kedelai 

varietas Dena-1, Anjasmoro, Agromulyo, Devon-1, pupuk urea, KCL, SP-36, 

insektisida, plastik PE (Polythylene) atau plastik tahan panas. Bahan-bahan yang 

akan digunakan di laboratorium pada penelitian ini yaitu plastik klip, air, es batu, 

alkohol, kit ekstraksi DNA, microtube steril, tip steril 1000µL, tip steril 200µL, 

tip steril 10µL, kit pereaksi PCR, dan kit pereaksi elektroforesis. 
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3.3  Metode Penelitian 

 

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif kuantitatif yang menggunakan 

Rancangan Acak Lengkap (RAL).  Percobaan ini merupakan percobaan non 

faktorial yang terdiri dari 4 perlakuan dan diulang sebanyak 4 kali, yang dilakukan 

di Kabupaten Way Kanan sehingga terdapat 16 satuan percobaan.  4 perlakuan 

sebagai berikut: 

1. Tanah marginal + kedelai varietas Dena-1 

2. Tanah marginal + kedelai varietas Anjasmoro 

3. Tanah marginal + kedelai varietas Agromulyo 

4. Tanah marginal + kedelai varietas Devon-1 

 

 

3.4  Pelaksanaan Penelitian 

 

3.4.1  Persiapan Benih 

 

Benih kedelai yang dibudidayakan adalah varietas Dena-1, Anjasmoro, 

Agromulyo dan Devon-1 yang diperoleh dari Balai Penelitian Tanaman kacang-

kacangan dan Ubi-ubian, Malang.  Setiap percobaan benih yang digunakan 

berjumlah 150 benih/ulangan. Setiap ulangan terdiri dari 4 ulangan. 

 

3.4.2  Persiapan Lahan 

 

Lahan yang digunakan merupakan lahan bekas pertanaman jangung. 

Sebelum lahan diolah dilakukan uji analisis unsur hara tanah yang ada pada lahan 

tersebut.  Hara yang dianalisis yaitu kandungan hara makro seperti nitrogen (N), 

fosfat (P), dan kalium (K). 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 
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Tabel 2. Kandungan Unsur pada Tanah Pertanaman 

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 dihomogenasi dengan shaker selama 30 

menit. Analisis pH dilakukan dengan pH meter elektrik otomatis. Alat dikalibrasi 

terlebih dahulu dengan aquades sebelum analisis sampel tanah. Derajat 

kemasaman tanah yang didapatkan yaitu 5,00.  

 

Lahan tersebut diolah menggunakan cangkul, kemudian dibuat bedengan selebar 3 

x 2 m per ulangan dengan menggunakan cangkul.  Langkah berikutnya, membuat 

jarak tanam 40 x 15 cm.  Pembuatan lubang tanam ini dilakukan dengan cara 

ditugal sedalam 2-3 cm.  Bedengan dibuat setinggi 10 cm.  Ilustrasi denah 

persiapan lahan pertanaman kedelai disajikan pada gambar 3 di bawah ini. 

 

I V1 V2 V3 V4 

II V2 V1 V4 V3 

III V4 V3 V2 V1 

IV V3 V4 V1 V2 

 

Gambar 3. Denah Persiapan Lahan Pertanaman Kedelai 

 

 

Keterangan: 

V1: Benih Kedelai Varietas Argomulyo 

V2: Benih Kedelai Varietas Anjasmoro  

V3: Benih Kedelai Varietas Devon-1 

V4: Benih Kedelai Varietas Dena-1 
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3.4.3  Penanaman Benih 

 

Benih di tanam dengan cara dimasukkan ke dalam lubang penanaman sebanyak 2 

benih kedelai/lubang, kemudian ditaburkan sedikit tanah. Ditaburkan furadan 

secukupnya dan yang terakhir ditutup kembali menggunakan tanah. 

 

3.4.4  Pemeliharaan Tanaman 

 

Pemeliharaan tanaman meliputi: (1) penyulaman yaitu mengganti tanaman mati 

dengan benih baru pada satu minggu setelah tanam agar pertumbuhan tanaman 

serentak; (2) penyiraman dilakukan secara rutin pagi dan sore, namun penyiraman 

dilakukan dengan menyesuaikan kondisi cuaca, apabila tanah kering maka 

dilakukan penyiraman; (3) penyiangan dilakukan dengan membersihkan gulma 

yang tumbuh disekitar tanaman agar tidak terjadi kompetisi dalam 

memperebutkan unsur hara antar tanaman; (4) Pemupukan dilakukan pada umur 2 

MST dan 4 MST dengan menggunakan pupuk urea 1,2 kg/luas lahan, SP36 1,6 

kg/luas lahan, dan Kcl 1,6 kg/luas lahan.  Pemupukan dilakukan dengan cara 

membuat larikan di dekat tanaman kedelai. 

 

3.4.5  Variabel Pengamatan Pertumbuhan Tanaman Kedelai 4 Varietas  

 

3.4.5.1  Variabel Pengamatan di Lapangan 

 

1.  Pengamatan Komponen Perkecambahan 

Benih kedelai 4 varietas ditanam pada seedling tray yang berisi tanah marginal 

dari kedalaman 20 cm dan dibenamkan sedalam 1 cm.  Masing-masing ulangan 

setiap varietas terdiri dari 50 benih, sehingga benih yang dibutuhkan adalah 

sebanyak 200 benih setiap varietas. Pengamatan ini dilakukan selama 7 hari. 

Variabel penelitian yang diamati yaitu: 

a. Daya Berkecambah (DB) (%) 

Daya berkecambah dihitung secara otomatis menggunakan software online 

GerminaQuant dan dapat juga di hitung dengan menghitung jumlah benih yang 

berkecambah normal pada hari ke 5 (Pengamatan I) dan 8 (Pengamatan II) 

setelah tanam. Daya berkecambah dihitung dengan rumus: 
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D𝐵(%) =
∑ KN Pengamatan I + ∑ KN Pengamatan II

∑ benih yang ditanam
× 100% 

Keterangan: 

KN = Kecambah Normal 

b. Indeks Vigor (IV) 

Pengamatan untuk perhitungan indeks vigor dilakukan dengan menghitung 

jumlah benih yang berkecambah pada hari ke 5 (ISTA, 2010), dengan rumus: 

IV (%) =
∑ t = 5

∑ benih yang ditanam
× 100% 

 

2.  Jumlah daun 

Pengamatan dilakukan dengan cara mengitung jumlah daun tanaman dimulai dari 

daun yang berada di pangkal batang sampai titik tumbuh munculnya daun. 

Pengamatan ini di dilakukan saat tamanan berumur 2 minggu, pengamatan 

dilakukan seminggu sekali. 

 

3.  Tinggi Tanaman (cm) 

Pengamatan dilakukan dengan cara mengukur batang utama tanaman dari atas 

permukaan media tanam atau pangkal batang sampai titik tumbuh munculnya 

daun.  Pengamatan ini di dilakukan saat tamanan berumur 2 minggu, pengamatan 

dilakukan seminggu sekali.  

 

4.  Jumlah Polong Berisi/Tanaman (Buah) 

Pengamatan dilakukan dengan cara menghitung semua polong yang berisi pada 

tanaman sampel setelah panen dilakukan pada setiap perlakuan.  Polong yang 

berisi adalah polong yang paling sedikit memiliki 1 biji per-polong. 

 

5.  Bobot Kering Brangkasan (gram/tanaman) 

Pengamatan dilakukan dengan cara mengeringkan tanaman dibawah panas 

matahari selama 1 hari selanjutnya tanaman di keringkan menggunakan oven 

selama 24 jam pada suhu 70°C selanjutnya ditimbang setiap varietas. Pengamatan 

ini dilakukan pada saat tanaman kedelai sudah dipanen. 
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6.  Jumlah Polong Per Tanaman (Buah) 

Pengamatan dilakukan dengan menghitung jumlah seluruh polong pada masing-

masing tanaman yang telah diberi pita baik polong yang hampa maupun polong 

yang bernas.  Data hasil pengamatan yang diperoleh dianalisis secara statistik dan 

disajikan dalam bentuk tabel. 

 

7.  Berat 100 Biji (g) 

Pengamatan berat 100 biji dilakukan dengan cara menghitung dan memilih 100 

biji secara acak dari tanaman sampel kemudian ditimbang pada kadar air 10%. 

Data hasil pengamatan yang diperoleh dianalisis secara statistik dan disajikan 

dalam bentuk tabel. 

 

8.  Kehijauan Daun  

Pengamatan kehijauan daun dilakukan untuk mengetahui salah satu pengaruh 

klorofil terhadap warna daun.  Kehijauan daun atau klorofil dianalisis dengan 

menggunakan alat Chlorophyll Meter Soil Plant Analysis Development (SPAD). 

Alat SPAD merupakan alat untuk mengukur Kesehatan daun melalui krolofil daun 

yang dinyatakan dalam satuan unit (Prabowo et al., 2018).  Daun sampel yang 

diukur dibersihkan menggunakan kertas tisu.  Untuk membaca kandungan 

klorofil, daun hijau dijepitkan dengan sensor SPAD Chlorophyll Meter.  Nilai 

klorofil akan muncul pada layar SPAD Chlorophyll Meter.  Pengamatan 

dilakukan pada saat tanaman memasuki masa generatif. 

 

3.4.5.2  Variabel Pengamatan di Laboratorium 

 

1.  Kemelimpahan Fungi Rhizosfer 4 Varietas Tanaman Kedelai 

Pengamatan kemelimpahan fungi rhizosfer dari 4 varietas kedelai  diukur dengan 

cara menganalisis visualisasi hasil amplifikasi sekuens DNA dengan metode 

Polymerase Chain Reaction (PCR).  Kemelimpahan fungi rhizosfer tanaman 

kedelai 4 varietas diukur melalui : 

a. Ketebalan Pita DNA 

Kemelimpahan sekuen DNA fungi rhizosfer yang terseparasi diindikasikan 

dengan tebal pita yang tervisualisasi dalam bentuk gel image pada proses 
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elestroforesis. Semakin tebal pita yang terbentuk maka dapat diasumsikan bahwa 

semakin melimpah fungi rhizosfer pada sumber sampel. 

b. Ukuran Fragmen DNA 

Pada proses elektroforesis ukuran fragmen DNA yang terseparasi ditunjukan 

dengan jumlah pasang basa (base pare (bp)) pada sekuen DNA.  Ukuran fragmen 

DNA dihitung dengan cara membandingkannya dengan ukuran fragmen size 

marker. Ukuran size marker sendiri berkisar antara 100 pb-3000 pb.  Semakin 

banyak pasang basa pada sekuen DNA atau semakin besar ukuran fragmen DNA 

mengasumsikan bahwa semakin melimpahnya fungi rizhosfer pada sumber 

sampel. 

 

3.4.6  Pengambilan Sampel Fungi Rhizosfer Tanaman Kedelai 

 

Luas lahan perpetak adalah 3m x 2m dengan jarak tanam 40 cm x 15 cm, pada 

setiap petak ulangan terdapat 100 populasi tanaman, maka tanaman yang tumbuh 

dipinggir yang tidak dipakai berjumlah 50 tanaman.  Pengambilan sampel 

dilakukan 1 kali yaitu pada saat masa berkecambah.  Pengambilan sampel tanah 

pada saat masa berkecambah dilakukan dengan cara mengambil tanah di sekitar 

daerah pertanaman kecambah dari 5 tanaman per ulangan pada setiap varietas, 

selanjutnya tanah yang telah diambil dari setiap ulangan per varietas dicampur 

lalu dimasukkan kedalam 3-4 plastik klip.  Setiap plastik klip berisi kurang lebih 

10 gram tanah sampel.  Setelah itu tanah sampel dimasukkan ke frezeer. 

Kemudian untuk pengambilan sampel pada saat tanaman berumur 100 hari 

dilakukan dengan cara mengambil sampel tanah disekitar daerah perakaran dari 5 

tanaman per ulangan pada setiap varietas.  Tanah yang telah diambil dari setiap 

ulangan per varietas dicampur lalu dimasukkan kedalam 3-4 plastik klip. 

Pengambilan sampel pada masa berbunga dilakukan karena pada fase ini fungi 

rhizosfer memiliki kemelimpahan yan lebih tinggi dibandingkan dengan tahap 

perkembangan lainnya (Hou Qian et al., 2020).  Setelah itu tanah sampel 

dimasukkan ke frezeer. Saat akan dibawa ke laboratorium sampel dimasukkan 

kedalam ice box, hal ini bertujuan untuk menjaga populasi kemelimpahan fungi 

rhizosfer dan meminimalisir terjadinya reaksi enzimatis.  Sebanyak 40 tanaman 

yang tersisa diambil secara acak 10 tanaman lalu di beri pita untuk diamati 
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parameter pertumbuhan tanaman, kehijauan daun dan jumlah daun, sisa 30 

tanaman diambil secara acak 10 tanaman lalu diberi pita untuk diamati parameter 

jumlah polong per tanaman dan jumlah polong berisi.  Sisa 20 tanaman diambil 

secara acak 10 tanaman untuk diamati parameter bobot kering tanaman.  Lalu sisa 

10 tanaman di amati parameter serangan hama dan penyakit.  Ilustrasi denah 

pembagian petak pertanaman kedelai disajikan pada gambar 4 di bawah ini. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Denah Pembagian Petak Pertanaman Kedelai 

 

 

3.4.7  Analisis DNA Fungi 

 

3.4.7.1  Ekstraksi DNA Fungi 

 

Ekstraksi DNA isolat fungi dilakukan dengan mengikuti protokol kit Promega 

dengan beberapa modifikasi.  Tahap pertama yaitu isolat fungi sebanyak 1 mL 

dimasukkan ke dalam microtube 2 mL.  Kemudian sampel disentrifugasi selama 5 

menit dengan kecepatan 13.500 rpm pada suhu 4°C.  Supernatan yang terbentuk 

kemudian dikeluarkan.  Dimasukkan 1 mL TAE 10x, sampel di vortex sebetar. 

Sampel disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 13.500 rpm pada suhu 

4°C.  Supernatan yang terbentuk kemudian dikeluarkan secara langsung. PBS 1 

mL dimasukkan ke dalam tube kemudian divortex sebentar agar PBS dapat. 

Dimasukkan 10 µL enzim litik bersama dengan pelordan divortex selama 2-3 

3 m 

2 m 100 

tanaman 

20 

tanaman 

20 

tanaman 

5 

tanaman 5 

tanaman 
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menit.  Diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit tanpa dibolak-balik, setelah 

itu dikeluarkan dan diinkubasi lagi pada suhu 55°C selama 30 menit. Setiap 5 

menit sekali dibolak-balik.  Setelah selesai diinkubasi pelor dibuang sampel 

dipindahkan ke microtube baru ukuran 2 mL.  Tahap dilanjutkan dengan 

penghancuran nukleus menggunakan penambahan Nucleic Lysis Solution 

sebanyak 300µL, kemudian diinversi lalu didiamkan sebentar .  Sampel divortex 

selama 30 detik.  Ditambahkan 100 µL Protein Precipitation Solution lalu 

dihomogenkan dengan vortex selama 30 detik dan didiamkan selama 5 menit. 

Diinkubasi dalam ice box selama 5 menit. Sampel disentrifugasi selama 5 menit 

dengan kecepatan 13.500 xg pada suhu 4°C.  Selanjutnya, supernatan dipindahkan 

ke dalam tube lancip berisi isopropanol sebanyak 300µL untuk mengendapkan 

DNA.  Sampel disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 13.500 xg pada 

suhu 4°C.  Supernatan dikeluarkan.  DNA dicuci dari sisa isopropanol dengan 

menambahkan 300µL etanol, kemudian dibolak-balik.  Sampel disentrifugasi 

selama 5 menit dengan kecepatan 13.500 xg pada suhu 4°C.  Kemudian, etanol 

dibuang secara horizontal dengan perlahan dan dikeringkan pada kertas tissue. 

Setelah mengering, sampel ditambahkan 15-25 µL DNA Rehydration Solution 

dan diinkubasi pada suhu 65°C selama 15 menit (setiap 5 menit ditapping 

perlahan). 

 

3.4.7.2  Analisis Hasil Ekstraksi DNA Isolat Fungi 

 

Kemurnian dan konsentrasi DNA diketahui dengan menggunakan 

Nanophotometer.  Sampel diteteskan pada kuvet sebanyak 1,5 µl kemudian 

diletakkan pada tempat pemeriksaan.  Kemurnian DNA ditentukan dengan 

menghitung rasio absorbansi pada A260 dengan A280 (Rasio A260/A280) 

sebagai ratio absorbansi asam nukleat dengan protein, dan A260/A230 sebagai 

indikasi keberadaan komponen lain seperti fenol.  Sebelum dilakukan 

pemeriksaan sampel, dilakukan pemeriksaan blanko dengan DNA rehydration 

solution yang diteteskan pada kuvet sebanyak 1 µL terlebih dahulu.  Setiap 

pergantian sampel kuvet dibersihkan dengan tissue bersih.  
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3.4.7.3  Amplifikasi sekuen ITS1 – ITS4 fungi menggunakan instrument PCR  

 

Pertumbuhan fungi dianalisis dengan membandingkan ketebalan hasil amplifikasi 

sekuen ITS pada elektrolisis hasil PCR.  Fungi diamplifikasi dengan PCR 

menggunakan primer internal transcribed spacer.  Menurut White et al. (1990), 

Forward (5’-3’) ITS1 dengan sekuens TCCGTAGGTGAACCTGCGG dan 

Reverse (5’-3’) ITS4 dengan sekuens TCCTCCGCTTATTGATATGC.  Setiap 

campuran PCR mengandung 10µL mastermix GoTaq Green, 10 pM primer 

Forward (F), 10 pM primer Reverse (R), 5 µL ddH2O, dan 5µL sampel DNA 

yang dimasukkan pada microtube berukuran 0,2 mL.  Setelah seluruh pereaksi 

dimasukkan ke dalam microtube, sampel dihomogenkan dengan tapping dan spin.  

Program thermocycling yang digunakan adalah tahap denaturasi awal (94°C 

selama 5 menit), tahap denaturasi (94°C selama 1 menit), tahap penempelan 

primer (54°C selama 1 menit), dan tahap perpanjangan (72°C selama 1 menit).  

Tahap denaturasi, penempelan primer, dan perpanjangan diulang sebanyak 35 

siklus.  Tahap selanjutnya yaitu stabilisasi (72°C selama 5 menit) (Dong, et al., 

2018) dan pendinginan selama 10 menit pada suhu 4°C (White, et al., 1990).  

 

3.4.7.4 Elektroforesis Hasil PCR 

 

Sampel hasil PCR dielektoforesis dengan alat elektroforesis digital QiaxCel 

Advanced dari Qiagen, Jerman menggunakan DNA HIGH RESOLUTION KIT. 

Prosedur yang digunakan mengikuti panduan manual QiaxCel Advanced dari 

Qiagen, Jerman. 

 

 

 

3.5  Analisis Data 

 

Pita DNA fungi rizhosfer tanaman kedelai dibandingkan dengan metode 

deskriptif. Data perkecambahan yang diperoleh dianalisis menggunakan program 

statistik Rstudio dan software online GerminaQuant.  Parameter pertumbuhan 

tanaman kedelai diuji dengan pengujian homogenitas dengan menggunakan uji 

Bartlett yang selanjutnya dilakukan analisis ragam.  Jika terdapat perbedaan yang 

signifikan, maka diilakukan uji lanjut Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan taraf 



 

 

27 

signifikansi 5%.  Semua variabel pertumbuhan dikorelasikan dengan konsentrasi 

DNA fungi menggunakan microsoft excel dengan cara keseluruhan hasil dari 4 

varietas kedelai disetiap parameter yang diuji dikorelasikan dengan keseluruhan 

hasil dari konsentrasi fungi rhizosfer, kemudian dilihat apakah terdapat korelasi 

atau tidak. 
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V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1  Kesimpulan 

 

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, dapat ditarik kesimpulan sebagai 

berikut: 

1. Varietas tanaman kedelai dengan viabilitas tertinggi terdapat pada varietas 

Devon-1 dan terendah pada varietas Anjasmoro. Varietas tanaman kedelai 

dengan indeks vigor tertinggi terdapat pada varietas Argomulyo dan terendah 

pada varietas Devon-1. Varietas tanaman kedelai dengan pertumbuhan 

tertinggi terdapat pada varietas Dena-1 dan terendah pada varietas 

Argomulyo. 

2. Kemelimpahan fungi rizosfer tertinggi pada fase vegetatif tiap varietas 

terdapat pada varietas Devon-1 dan terendah pada varietas Anjasmoro. 

Selanjutnya Kemelimpahan fungi rizosfer pada fase generatif tiap varietas 

sudah tidak terindentifikasi. 

3. Tidak terdapat korelasi antara variabel pengamatan tiap varietas dan fungi 

rizosfer, kecuali indeks vigor dan tinggi tanaman minggu ke-2 memiliki 

korelasi positif terhadap fungi rhizosfer. 

 

 

 

5.2  Saran 

 

Berdasarkan kesimpulan pada penelitian ini, penulis menyarankan agar dilakukan 

penelitian lanjutan dengan metagenomik untuk mengetahui jenis dan peranan 

masing-masing bakteri dan fungi tersebut secara spesifik. 
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