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ABSTRAK 

 

STUDI KEMELIMPAHAN BAKTERI RHIZOSFER TERHADAP 

PERTUMBUHAN, PRODUKSI, SERTA MUTU BENIH PADA EMPAT 

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

BERBASIS POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) 

 

 

 

Oleh 

 

 

DIAN ANJAR SARI 

 

 

 

 

Tanaman kedelai (Glycine max (L.) Merill) merupakan salah satu sumber pangan 

terpenting bagi masyarakat Indonesia. Permintaan kedelai yang tinggi, tidak 

selaras dengan produksi kedelai domestik yang rendah per tahunnya. Produksi 

kedelai dipengaruhi oleh berbagai faktor, seperti pemilihan varietas dan 

kesesuaian penggunaan teknologi budidaya dengan ketersediaan lahan. Komposisi 

dan diversitas komunitas mikroorganisme tanah seperti bakteri  juga menjadi 

bagian esensial yang memengaruhi pertumbuhan dan produksi tanaman. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kemelimpahan bakteri rhizosfer serta 

dampaknya pada pertumbuhan, produksi, serta mutu benih pada empat varietas 

tanaman 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, dianalisis ragam, dilakukan uji lanjut Beda Nyata Terkecil (BNT) 

dengan program statistika Rstudio, serta dilakukan analisis menggunakan 

software online GerminaQuant pada variabel mutu benih, dan dianalisis korelasi 

koefisien seluruh variabel pengamatan dengan kemelimpahan bakteri rhizosfer 

kedelai. Sampel diekstraksi dengan metode kit Promega. Sekuen 16s rRNA 

diamplifikasi dengan primer 63F dan 1387R. Hasil amplifikasi divisualisasi 

dengan metode capillary electrophoresis digital, yang hasilnya mengindikasikan 

perbedaan kemelimpahan bakteri rhizosfer.  

 



Varietas dengan pertumbuhan, produksi, dan mutu benih terbaik adalah varietas 

Devon-1, Anjasmoro, Argomulyo, dan Dena-1. Bakteri gram negatif varietas 

Argomulyo dan bakteri gram positif varietas Devon-1 menunjukkan 

kemelimpahan tertinggi. Variabel pengamatan jumlah polong isi berkorelasi 

positif dengan kemelimpahan bakteri gram positif, dan berkorelasi negatif dengan 

kemelimpakan bakteri gram negatif,  sedangkan produksi per hektar berkorelasi 

positif dengan kemelimpahan bakteri gram positif maupun negatif.   

 
Kata Kunci : Kedelai, Produksi, Rhizosfer, Bakteri, Korelas
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1. Latar Belakang 

 

 

Kedelai (Glycine max (L.) Merrill) merupakan kelompok tanaman pangan utama 

di Indonesia. Kedelai dinilai sebagai komoditas strategis serta berperan penting 

pada perkembangan penduduk Indonesia, khususnya pada sektor pertanian 

(Supadi, 2009). Dikutip dari American Soybean Association (2017), kedelai 

(Glycine max (L.) Merrill) dinyatakan sebagai salah satu kacang-kacangan 

terpenting di dunia. Hal tersebut, selain daripada tanaman kedelai merupakan 

bahan pokok makanan dengan permintaan tinggi di berbagai negara, tanaman 

kedelai juga memiliki peran penting pada sektor industri, perdagangan serta pakan 

ternak (Onwueme and Sinha, 1991; Abdullah, 2012). 

 

Indonesia memiliki kebutuhan kedelai nasional mencapai 2.825.219 ton per 2021, 

berdasarkan data proyeksi Kementerian Pertanian RI (2021). Sedangkan 

ketersediaan kedelai nasional per-April 2021 hanya sebesar 2.732.489 ton, dengan 

pembagian produksi dalam negeri sebesar 211.265 ton dan impor sebesar 

2.521.224 ton atau sekitar 89% pemenuhannya masih bergantung pada negara 

pengimpor dengan defisit sebesar 92.735 ton. Berdasarkan data survei oleh Balai 

Penelitian Tanaman Aneka Kacang dan Umbi (Balitkabi, 2021), diketahui bahwa 

total keseluruhan luas lahan pertanian di Indonesia yang mencapai 36.817.086 ha, 

14.006.450 ha diantaranya merupakan lahan marginal dengan luas panen tanaman 

kedelai hanya mencapai 134.692 ha atau berkisar antara 0,36% dari total 

keseluruhan lahan pertanian di Indonesia.  

Mengacu pada hasil survei Badan Pusat Statistika ((BPS), 2020), upaya 

intensifikasi lahan marginal tersedia melalui restrukturisasi dan penerapan  
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teknologi budidaya yang tepat merupakan upaya yang relevan untuk diadaptasi 

bagi peningkatan produksi kedelai saat ini. Restrukturisasi lahan marginal salah 

satunya dapat dilakukan melalui pengaplikasian berbagai jenis mikroorganisme 

yang telah terverifikasi berpotensi memperbaiki pertumbuhan dan produksi 

tanaman (Perez-Jaramillo et al., (2016); Tian et al., (2017)). Lebih lanjut lagi 

(Alexander, 1977), menyatakan bahwa rhizobacteria merupakan salah satu 

mikroorganisme yang sukar berubah baik keragaman maupun populasinya 

dipengaruhi oleh keragaman faktor tumbuh dan ekosistem yang meliputinya. 

Untuk itu, penelitian ini dilakukan guna mengamati kemelimpahan rhizobacteria 

pada rhizosfer beberapa varietas lokal unggul, sehingga diketahui varietas dengan 

pertumbuhan, produksi, serta mutu benih terbaik pada pertanaman dilahan 

marginal yang sama. Demikian, diharapkan penelitian ini dapat berperan bagi 

pengembangan perbaikan produksi kedelai nasional saat ini.  

 

 

1.2. Rumusan Masalah 

 

 

Rumusan masalah pada penelitian ini ialah sebagai berikut : 

1. Apakah terdapat perbedaan pertumbuhan, produksi, dan mutu benih pada 

empat varietas tanaman kedelai yang dibudidayakan pada lahan marginal 

yang sama?  

2. Apakah terdapat perbedaan kemelimpahan bakteri rhizosfer empat varietas 

tanaman kedelai yang dibudidayakan pada lahan marginal yang sama? 

3. Apakah perbedaan kemelimpahan bakteri rhizosfer 4 varietas tanaman 

kedelai berkorelasi dengan pertumbuhan, produksi, dan mutu benih empat 

varietas tanaman kedelai yang dibudidayakan pada lahan marginal yang 

sama? 

 

 

 

 

 

 

 



 

3 

1.3. Tujuan Penelitian 

 

 

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Mengetahui perbedaan pertumbuhan, produksi, dan mutu benih empat 

varietas tanaman kedelai yang dibudidayakan pada lahan marginal yang 

sama. 

2. Mengetahui perbedaan kemelimpahan bakteri pada rhizosfer empat varietas 

tanaman kedelai yang dibudidayakan pada lahan marginal yang sama. 

3. Mengetahui korelasi kemelimpahan bakteri terhadap pertumbuhan, produksi, 

dan mutu benih pada empat varietas tanaman kedelai yang dibudidayakan di 

lahan marginal yang sama.  

 

 

1.4. Manfaat Penelitian 

 

 

Manfaat dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Memberi informasi mengenai kemelimpahan bakteri rhizosfer relatif pada 

empat varietas tanaman kedelai yang dibudidayakan di lahan marginal. 

2. Memberi informasi mengenai pengaruh kemelimpahan bakteri rhizosfer 

terhadap pertumbuhan, produksi, dan mutu benih empat varietas tanaman 

kedelai yang dibudidayakan di lahan marginal. 

3. Informasi mengenai kemelimpahan bakteri pada rhizosfer empat varietas 

tanaman kedelai yang selanjutnya dapat dirunut keberagaman genetik serta 

metabolismenya, sehingga dapat diadaptasi sebagai rhizobacteria spesifik 

bagi pertumbuhan dan produksi tanaman kedelai. 

 

 

1.5. Landasan Teori 

 

 

Keterbatasan faktor tumbuh tersedia, serta cekaman logam berat yang meliputi 

lahan marginal menyebabkan penghambatan aktivitas enzim sitoplasma, 

kerusakan struktur sel, serta DNA, akibat stres oksidatif yang berpengaruh pada 

pertumbuhan dan metabolisme tanaman (Ojuederie dan Babalola, 2017). 
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Sementara itu, terdapat rhizobacteria yang secara langsung berkaitan dengan 

uptake nutrisi, pertukaran O2 dan CO2, gradient kelembaban tanah, serta pH 

tanah, yang berpotensi menjadi alternatif pengembalian fungsi tanah serta induksi 

unsur hara alami bagi tanaman (Mohanram and Kumar, 2019; Leal de Castilho, et 

al, 2020). Rhizobacteria memiliki keselarasan interaksi dan ketergantungan yang 

kompleks dengan pertumbuhan dan produksi tanaman yang menaunginya (Curl, 

1986). Interaksi antara tanaman dengan rhizobacteria terbentuk berdasarkan 

fungsi dari eksudat akar oleh tanaman (Miransari, 2011) yang secara kimiawi 

menarik rhizobacteria menggunakan flavonoid (Reddy, et al., 2007). Eksudat 

akar dalam bentuk flavonoid tersebut, kemudian direspon oleh rhizobacteria 

untuk memulai transkripsi gen nod (D’Hae ze and Holsters, 2005) yang 

menginduksi beberapa jalur pensinyalan melalui infeksi rambut akar dan 

pembentukan nodul (Cooper, 2007), kemudian memengaruhi kemelimpahan 

bakteri yang bernaung padanya. Dengan demikian, kemelimpahan bakteri akan 

berbeda bergantung pada sekresi eksudat pada masing-masing varietas yang 

berbeda. 

 

Rhizobacteria dengan spesifitas tertentu dapat membentuk simbiosis dengan 

tanaman, berperan pada peningkatan pertumbuhan dan produksi tanaman, sebagai 

pelarut fosfor (P), produksi siderofor, produksi fitohormon, dan fiksasi N 

(Mohanram and Kumar, 2019; de Castilho, et al., 2020). Beberapa spesies 

mikroba dalam kingdom bakteri tertentu, juga dapat memengaruhi kestabilan 

pertumbuhan dan produksi tanaman, serta ketahanan terhadap tekanan lingkungan 

(Liu et al., 2014; Martin-Robles, 2018; Huang et al., 2019). Rhizobacteria mampu 

memengaruhi pertumbuhan dan morfologi tanaman dengan berbagai mekanisme 

(Bano et al., 2013), misalnya dengan meningkatkan luas permukaan akar 

(Adesemoye, et al., 2009). 

 

Menurut Jorquera, et al (2015), keragaman bakteri PGPR pada berbagai tipe lahan 

berpotensi untuk memecahkan kendala di bidang pertanian dengan fokus pada 

peningkatan pertumbuhan dan produksi tanaman pada lahan berpotensi rendah 

dengan mengamati eksistensi rhizobacteria yang mampu bertahan pada rhizosfer 

tanaman yang hidup pada kondisi ekstrem dan beradaptasi pada kondisi 
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keterbatasan nutrisi (Bull and Asenjo, 2013). Beberapa jenis rhizobacteria juga 

telah terkonfirmasi dapat meningkatkan produktivitas tanah dan pertumbuhan 

tanaman melalui mekanisme produksi fitohormon, siderophores, antioksidan, 

exopolysaccharides (EPS), osmoprotectants, enzim seperti 1-aminocyclopropane-

1-carboxylate (ACC) deaminase, peningkatan serapan nutrisi, dan Induced 

Systemic Resistance (ISR) di bawah tekanan garam (Numan, et al., 2018).   

 

Analisis keragaman bakteri pada rhizosfer secara umum dapat dilakukan melalui 

dua tahap, yaitu identifikasi secara morfologi yang melewati proses pengkulturan 

dan analisis reaksi biokimiawi bakteri berbasis molekuler (Patantis dan Fawzya, 

2009). Kekurangan identifikasi secara morfologi ialah beberapa takson bakteri 

tidak dapat dikulturkan karena ketidaksesuain media pengkulturan dengan 

keragaman bakteri pada sampel. Sedangkan analisis berbasis molekuler yang saat 

ini lebih sering disebut dengan istilah metagenomik memungkinkan evaluasi 

keseluruhan bakteri secara langsung dari sampel lingkungan maupun spesimen 

(Forbes et al., 2018). Total keseluruhan bakteri yang terdeteksi pada analisis 

berbasis metagenom digambarkan kemelimpahannya pada visualisasi 

menggunakan elektroforesis setelah melalui tahap ekstraksi DNA, kemudian 

dilakukan pengamplifikasian daerah barcoding bakteri menggunakan teknik PCR 

(Polymerase Chain Reaction). 

 

Pada proses PCR (Polymerase Chain Reaction), sekuens DNA bakteri dapat 

diamplifikasi dengan primer 16S rRNA,  Forward (5-3) 63 F dan Reverse (5-3) 

1387 R (Marchesi, et al., 1998). Primer 16S rRNA yang diamplifikasikan pada 

DNA target, dapat menggambarkan keragaman filotipe yang dimiliki pada suatu 

habitat. Metode ini merupakan mekanisme yang sangat baik untuk mengevaluasi 

secara cepat kemelimpahan bakteri dan mikroba lainnya  yang terkait secara 

temporal dan spasial (Madigan, et al., 2019). Ketebalan pita DNA yang muncul 

pada proses visualisasi elektroforesis menggambarkan kemelimpahan bakteri 

rhizosfer. Intensitas ketebalan pita DNA yang semakin tinggi, menggambarkan 

kemelimpahan bakteri yang semakin tinggi pula. Kemelimpahan bakteri yang 

berbeda menunjukkan banyaknya jumlah bakteri yang dapat bersimbiosis dengan 

perakaran tanaman (Muyzer et al., 1996; Marzorati, et al., 2008). 
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Hingga saat ini, informasi mengenai kemelimpahan bakteri rhizosfer pada empat 

varietas tanaman kedelai Anjasmoro, Agromulyo, Dena 1, dan Devon 1 masih 

belum tersedia. Mengingat bahwa empat varietas tanaman kedelai tersebut 

termasuk ke dalam varietas unggulan di Indonesia, maka sudah semestinya 

dilakukan penelitian untuk  mengevaluasi sistem budidaya serta lingkungan 

tumbuh yang kompatibel bagi keempat varietas tanaman kedelai tersebut, sebagai 

upaya terhadap peningkatan produksi kedelai. Oleh sebab itu, dilakukan penelitian 

ini sebagai upaya kontribusi pada pemecahan masalah mengenai pertumbuhan 

serta produktivitas tanaman kedelai yang berdasarkan pada kemelimpahan 

rhizobacteria serta korelasinya terhadap masing-masing varietas kedelai uji.  

 

Berdasarkan pada landasan teori yang telah dikemukakan, dibentuk diagram alir 

kerangka pemikiran (Gambar 1), sebagai berikut : 

 

Gambar 1. Diagram Alir Kerangka Pemikiran 
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1. 6. Hipotesis 

 

 

Berdasarkan landasan teori dan kerangka pemikiran yang telah dikemukakan, 

hipotesis yang diajukan adalah : 

1. Empat varietas tanaman kedelai yang dibudidayakan  pada lahan marginal 

yang sama akan menunjukkan daya adaptasi terbaik hingga terburuk 

berdasarkan perbedaan pertumbuhan, produksi, dan mutu benih pada masing-

masing varietas. 

2. Empat varietas tanaman kedelai yang dibudidayakan pada lahan marginal 

yang sama akan menunjukkan kemelimpahan bakteri rhizosfer yang berbeda 

berdasarkan jumlah relatif fragmen DNA yang teramplifikasi pada proses 

PCR (Polymerase Chain Reaction) menggunakan primer 16S rRNA.  

3. Kemelimpahan bakteri rhizosfer keempat varietas tanaman kedelai 

berkorelasi dengan pertumbuhan, produksi, dan mutu benih masing-masing 

varietas.
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1.  Biologi Tanaman Kedelai (Glycine max [L.] Merrill) 

 

 

Kedelai (Glycine max [L.] Merrill) merupakan salah satu spesies tanaman yang 

banyak dikembangkan di Indonesia setelah diperkenalkan oleh Rumphius dalam 

Herbarium Amboinense pada tahun 1673 dan dibudidayakan di seluruh tanah 

Jawa tahun 1835. Sebelumnya, tanaman kedelai telah menyebar di berbagai 

Negara seperti  Korea, Jepang, Thailand dan Indonesia hingga Amerika Serikat 

yang penyebarannya didukung oleh peranan tanaman kedelai sebagai sumber 

pangan penting di Dunia, serta memiliki siklus budidaya yang relatif cepat karena  

merupakan tanaman semusim. Tanaman kedelai begitu cepat tersebar di seluruh 

Dunia, menyebabkan tanaman kedelai sulit diklasifikasikan, hingga akhirnya tiga 

ilmuwan pemerhati klasifikasi kedelai terdahulu yaitu Hermann (1962), Verdcourt 

(1966), dan Hymowitz (1970) berhasil mengklasifikasikan kedelai sebagaimana 

yang dianut saat ini :  

 

Kingdom : Plantae 

Divisi   : Spermatophyta  

Kelas   : Dicotyledonae 

Ordo   : Polypetales 

Famili   : Leguminosae  

Genus   : Glycine 

Spesies  : Glycine max (L.) Merrill.  

 

Kedelai (Glycine max [L.] Merrill) merupakan golongan kacang-kacangan yang 

pada umumnya memilki bentuk biji atau buah bulat sempurna sampai bulat 

lonjong yang  bervariasi tergantung varietas. Variasi ukuran biji kedelai yang
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begitu beragam, menyebabkan biji kedelai digolongkan menjadi tiga 

kelompok,yaitu berbiji kecil (<10 g/100 biji), berbiji sedang (10 – 14 g/100 biji), 

dan berbiji besar (>14 g/100 biji) (Adie dan Krisnawati, 2013). Banyaknya variasi 

ukuran biji kedelai dipengaruhi perubahan ukuran pada struktur biji kedelai yang 

identik pada tiap varietas.  Struktur biji kedelai tersebut tersusun atas kotiledon 

pada embrio dan dilapisi oleh kulit biji (testa), antara kulit biji dan kotiledon 

terdapat lapisan endosperm. Selanjutnya, embrio biji kedelai tersusun oleh 

plamula, epikotil, kotiledon, hipokotil dan radikula.  

 

Kulit biji kedelai terdiri dari tiga lapisan yaitu epidermis, hipodermis, dan 

parenkim. Lapisan parenkim yang terletak pada kulit biji kedelai memiliki struktur 

hilum yang diduga memiliki peran dalam mengatur metabolisme dan kelembaban 

dalam embrio. Pada struktur hilum tersebut pula terdapat lapisan palisade yang 

diduga mengadung sebagian besar pigmen warna kulit biji kedelai. Kombinasi 

pigmen pada kulit biji yang lebih spesifik pada hilum dan kotiledon kemudian 

membentuk warna biji yang bermacam-macam pada kedelai, dari warna kuning, 

coklat, hijau hingga hitam (Adie dan Krisnawati, 2013). 

 

Bunga tanaman kedelai tergolong bunga sempurna (hermaprodit) (Adisarwanto, 

2013), yang memasuki fase reproduktif saat tunas aksiler berkembang menjadi 

kelompok bunga dengan 2 hingga 35 kuntum bunga setiap kelompok. Saat telah 

memasuki fase reproduktif bunga mengalami penyerbukan pada saat kelopat 

bunga tertutup. Ada dua tipe pertumbuhan batang dan permulaan pembungaan 

pada kedelai. Tipe pertama adalah indeterminit, yaitu tunas terminal melanjutkan 

fase vegetatif selama pertumbuhan. Tipe kedua adalah determinit dimana 

pertumbuhan vegetatif tunas terminal terhenti ketika terjadi pembungaan (Adie 

dan Krisnawati, 2013). 

 

Daun kedelai merupakan daun majemuk terbagi menjadi empat tipe, yakni daun 

primer, daun biji, daun trifoliat, dan profila. Daun primer berbentuk oval dengan 

tangkai daun sepanjang 1–2 cm terletak pada batang utama. Stomata terletak pada 

keempat tipe daun tersebut, yang ada pada lapisan atas dan bawah lapisan 

epidermis daun, lebih spesifik pada bagian bawah daun, sedangkan batang 
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tanaman kedelai berbentuk perdu, tegak dan bercabang. Batang tanaman kedelai 

berasal dari poros embrio pada biji tanaman kedelai (Adie dan Krisnawati, 2013). 

 

Struktur akar tanaman kedelai terdiri atas akar lembaga (radikula), akar tunggang   

(radiks primaria), dan akar cabang (radiks lateralis) berupa akar rambut. Akar 

kedelai memiliki kemampuan membentuk bitil akar (nodul). Bintil-bintil akar 

bentuknya bulat atau tidak beraturan yang merupakan koloni dari beberapa 

mikroorganisme spesifik. Salah satunya yang telah diketahui dapat memperbaiki 

pertumbuhan tanaman kedelai, yaitu bakteri Rhizobium japonicum yang 

bersimbiosis dengan nitrogen bebas dari udara. Jumlah nitrogen yang dapat 

ditambat bakteri ini berkisar 40 – 70% dari seluruh nitrogen yang dibutuhkan 

tanaman (Adie dan Krisnawati, 2013). 

 

Secara universal, tanaman mengalami fase pertumbuhan yang terbagi menjadi dua 

fase (stadia), yakni fase vegetatif dan fase generatif (reproduktif). Fase vegetatif 

dimulai ketika pertama kali bakal tanaman muncul dari tanah dan kotiledon belum 

membuka, hingga akhirnya dinyatakan berakhir setelah terbentuknya bunga 

pertama, sebagai simbol organ reproduktif (Fehr and Caviness 1977). Pada 

pertumbuhannya, tanaman kedelai (Glycine max [L.] Merrill) sebagai tanaman 

yang peka terhadap photo-periodisitas menghendaki penyinaran ± 12 jam/hari. 

Intensitas penyinaran yang tepat menginduksi florigen pada pembungaan 

tanaman.  Florigen disintesa pada daun, dan ditranslokasikan ke organ bakal 

bunga melalui ploem yang hanya terjadi pada periode gelap. Tanaman kedelai 

yang tidak mengalami periode gelap, tumbuh vegetatif terus-menerus, sehingga 

tidak mampu membentuk bunga (Sumarno dan Manshuri, 2013).  

 

Kondisi air lapang tersedia yang ideal bagi tanaman kedelai yang dibudidayakan 

di Indonesia dengan umur panen 80-90 hari berkisar antara 360 – 405 mm, setara 

dengan curah hujan 120-135 mm per bulan. Sedangkan sifat tanah ideal bagi 

tanaman kedelai sebagai tanaman aerobik ialah tanah bertekstur liat, berdrainase 

baik, atau tanah lempung berpasir (sandy loam) dengan kadar kelembaban  

70 – 80% kapasitas lapang, pada pH berkisar antara 5,5 dampai 7,0 dan pH 

optimal 6,0-6,5 (Doorenbos and Pruit 1977 dalam Van Doren and Recosky 1987).  
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Fase reproduktif dikelompokkan ke dalam tiga fase yakni fase pembungaan, 

pembentukan polong, dan pematangan biji diakhiri jika 90-95% polong telah 

matang, sehingga tanaman siap panen (Fehr and Caviness 1977). Pada jenis 

kacang-kacangan dua fase terpenting lainnya ialah fase pembentukan polong dan 

pembentukan nodul. Setelah memasuki fase generatif, dan terjadi pembuahan, 

ovari mulai berkembang menjadi buah, namun tangkai putik dan benang sari 

mengering. Kelopak bunga tetap ada selama perkembangan polong, hingga 

akhirnya terjadi pemasakan polong yang diawali dengan adanya satu polong yang 

telah berwarna kuning (matang). Pada fase tanaman kedelai sering juga disebut 

sebagai fase masak fisiologis (Adie dan Krisnawati, 2013).   

 

Selain pembentukan polong, karakteristik yang identik dengan tanaman kacang-

kacangan ialah pembentukan nodul pada perakaran. Pembentukan nodul pada 

perakaran tanaman kacang-kacangan merupakan ekspresi dari gen tertentu yang 

ditangkap oleh rhizobia dalam rhizosfer setelah dilepaskannya flavonoid oleh 

tanaman. Rhizobia dalam rhizosfer kemudian terbentuk jika terdapat kesesuaian 

(compatibility) antara tanaman inang dengan (Brady) Rhizobium (Lerouge et al. 

1990, Schultz et al. 1992, Sanjuan et al. 1992). Rhizobia yang melekat pada bulu 

akar, berkembang dan berdiferensiasi hingga membentuk bakteroid (Fisher and 

Long., 1992, Denarie and Cullimore 1993, Vijn et al. 1993, Fellay et al. 1994, 

Relic et al. 1994, Long 1996).  

 

Simbiosis antara rhizobia dalam rhizosfer dengan perakaran tanaman kacang-

kacangan ini disebut sebagai Rhizobium. Rhizobium inilah yang nantinya  mampu 

memfiksasi nitrogen bebas di udara dan membentuk senyawa amonium. Senyawa 

mengandung protein tersebut sebagian besar direduksi menjadi asam amino oleh 

bintil akar dan diserap oleh tanaman inang. Sebagai gantinya, tanaman inang 

memasok fotosintat pada rhizobia sebagai sumber energi (Fisher and Long 1992., 

Denarie and Cullimore 1993, Vijn et al., 1993, Fellay et al., 1994, Relic et al., 

1994, Long 1996).  

 

 

 

 



12 
 

2.2. Bakteri Rhizosfer 

 

 

Daerah rhizosfer merupakan daerah terdekat dengan sistem akar tumbuhan  

dan relatif kaya nutrisi yang berasal dan dipengaruhi oleh endapan getah dan 

eksudat akar. Bakteri endorhizosfer adalah bagian cabang dari komunitas  

rhizobakteria, yang mana memiliki kemampuan untuk masuk ke dalam rambut  

akar. Komunitas bakteri dari daerah ini memacu pertumbuhan inang dengan  

menekan pertumbuhan pathogen dan memproduksi hormon pertumbuhan bagi 

tanaman inang. Selain itu, bakteri rhizosfer berkontribusi terhadap siklus  

biogeokimia yang memproduksi beberapa elemen kimia yang dibutuhkan bagi  

pertumbuhan tumbuhan (Singh and Kothari, 2016).  

 

Komunitas rhizobakteria, yang telah terkonfirmasi keberadannya pada beragam 

rhizosfer  ialah dari  genus Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Acinetobacter, 

Bukholderia, Arthrobacter, Paenibacillu, Proteobacteria, dan Cyanobacteria 

(Yang et al., 2017).  Proteobacteria terdiri dari lima kelas, yakni 

Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, 

Deltaproteobacteria dan Epsilonproteobacteria. Proteobacteria dikenal sebagai 

filum bakteri pemfiksasi nitrogen dengan simbiosis pada tanaman leguminosa. 

Sedangkan filum Cyanobacteria diketahui mampu memfiksasi nitrogen dan 

karbon dengan bersimbiosis pada tanaman paku, tanaman dycotile dan monocotyle 

(Madigan et al., 2019). 

 

Keragaman rhizobacteria yang begitu melimpah di alam, dan telah diketahui 

metabolismnya sebagian diantaranya telah dikelompokkan kedalam PGPR (Plant 

Growth Promoting Rhizobacteria). Streptomyces griseoviridis digolongkan 

menjadi PGPR, karena mampu memproduksi auksin dan IAA secara in vitro yang 

berperan menstimulasi pertumbuhan tanaman. Pseudomonas fluorescens mampu 

menghasilkan IAA yang juga dapat merangsang pertumbuhan akar jagung pada 

kondisi hidroponik (Aryantha et al., 2004; Glick and Penrose, 2004; Ana et al., 

2011). Rhizobacteria lainnya yang mampu  menghasilkan protease antara lain 

Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Clostridium, Bacillus dan Pseudomonas (Kumar et 

al., 2005).   



13 
 

Gholami et al. (2009) menyatakan genus Pseudomonas, Azospirilium dan 

Azotobacter yang diaplikasikan pada benih jagung mampu meningkatkan 

pertumbuhan dan produktivitas melalui sintesis fitohormon, meningkatkan 

serapan hara sekitar akar, mendukung penyerapan hara melalui penurunan tingkat 

keracunan logam berat dan melawan patogen. Kemudian, bakteri 

Rhodopseudomonas palustris, terdeteksi berperan penting pada fiksasi karbon dan 

nitrogen tanaman blueberry liar. Rhodococcus eritropolis dan Pseudomonas 

stutzeri  juga terdeteksi di rhizosfer tanaman blueberry liar masing-masing 

berperan pada degradasi herbisida dan pencegahan terhadap serangan insektisida 

(Yurgel et al., 2019). 

 

 

2.3. Analisis Kemelimpahan Bakteri 

 

 

Analisis kemelimpahan bakteri dapat dilakukan dengan beberapa metode analisis, 

diantaranya : 

(a). Plate Counting 

Merupakan metode konvensional menggunakan spreading method, dengan 

mengkulturkan mikroorganisme di media spesifik, kemudian menghitung seluruh 

koloni yang terbentuk pada media tumbuh pasca inkubasi. Koloni yang tumbuh di 

lempeng dihitung, kemudian dibedakan berdasarkan warna atau sifat morfologi 

koloninya. Penggunaan metode plate counting memungkinkan mikroorganisme 

dapat diisolasi, dikarakterisasi, dan diidentifikasi dengan cepat, namun 

memungkinkan beberapa jenis mikroorganisme tidak dapat tumbuh pada media 

kultur yang spesifik, sehingga tidak memungkinkan dilakukan eksplorasi 

keseluruhan jumlah dan keragaman mikroorganisme pada suatu sampel (Madigan, 

et al., 2017). 

 

 

(b). Metode Mikroskopis 

Penghitungan terhadap kemelimpahan bakteri dilakukan dengan mengamati suatu 

sampel secara langsung menggunakan mikroskop. Menggunakan mikroskop 

fluoresensi, sampel diamati berdasarkan perbedaan morfologinya setelah proses 
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pewarnaan sel. Metode ini memungkinkan keseluruhan sel mikroorganisme hidup 

dan mati dapat terhitung secara komprehensif, namun membutuhkan waktu yang 

cukup lama (Pelczar, et al., 2003). 

 

 

(c). Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Merupakan metode kuantifikasi terhadap keseluruhan kandungan genetik suatu 

sampel secara spesifik. Rangkaian DNA spesifik, memberikan informasi tentang 

banyaknya bakteri target. Polymerase chain reaction (PCR) melibatkan primer 

spesifik, sebagai penanda gen mikroorganisme pada seluruh biodiversitas, 

sehingga memungkinkan perhitungan secara komprehensif terhadap komposisi 

dan kelimpahan komunitas bakteri (Willey, et al., 2019). 

 

 

2.4. Pengambilan Sampel 

 

 

Proses infeksi bakteri pada perakaran tanaman kedelai dimulai saat terlepasnya 

rhizobia ke dalam calon bintil akar. Selanjutnya, perubahan bentuk akar, 

pembengkokan ujung bintil akar, terbentuknya benang infeksi, bintil akar primer 

dan sekunder, dan terlepasnya rhizobia ke dalam sel korteks berlangsung karena 

tanaman inang mengeluarkan senyawa spesifik (flavonoid) yang kompatibel 

dengan bakteri rhizobium (Fisher and Long 1992, Higashi 1993). Flavonoid  

efektif mendorong bakteri rhizobium untuk bersimbiosis dengan tanaman inang. 

Interaksi spesifik antara tanaman legum dengan bakteri rhizobium ditandai dengan 

terbentuknya leghemoglobin. Interaksi ini terus berlangsung, hingga mencapai 

fase maksimal, kemudian membusuk. Fase simbiosis secara maksimal terjadi saat 

sebelum nodul akar membusuk pada 6 MST. Sebelumnya, pada pada 5 MST, atau 

pada masa vegetatif akhir, terbentuk simbiosis yang kompleks, ditandai dengan 

pembesaran nodul akar secara maksimal dan membentuk warna kemerahan. Pada 

fase inilah, sampel tanah pada perakaran tanaman kedelai diambil untuk dianalisis 

kemelimpahan bakteri yang menaunginya.     
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2.4.  Ekstraksi DNA 

 

 

Isolasi DNA merupakan tahap awal dari serangkaian proses analisis molekuler, 

proses ini penting dilakukan karena proses ini bertujuan untuk mendapatkan DNA 

target yang dibutuhkan dalam proses selanjutnya khususnya pada proses PCR.  

Isolasi DNA bertujuan untuk memisahkan DNA dari materi lain seperti protein, 

lemak, dan karbohidrat (Ruchi et al., 2018).   

 

Ada beberapa metode yang digunakan dalam ekstraksi DNA yang tiap metode 

memiliki kelebihan maupun kekurangan sehingga pemilihan metode yang tepat 

dapat menentukan keberhasilan dalam proses analisis molekuler (Rawat et al., 

2016).  Ada beberapa metode yang digunakan untuk ekstraksi DNA seperti 

metode boiling yang mengggunakan suhu tinggi untuk merusak dinding sel dan 

inaktivasi enzim khususnya enzim DNAse yang dapat merusak DNA 

(Sharbatkhori et al., 2009).  Metode lain yang umum dilakukan adalah dengan 

menggunakan kit komersial yang diproduksi untuk memudahkan dan 

mempercepat proses isolasi DNA.  Selain kedua metode tersebut, ada metode 

Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) yang banyak digunakan dalam 

proses isolasi DNA tanaman  (Donata, 2007), CTAB adalah detergen yang 

berfungsi untuk melisiskan dinding sel, denaturasi protein maupun memisahkan 

DNA dengan karbohidrat (Suprapto, 2003).  Prinsip yang digunakan dalam 

metode ini menurut Habibah (2017) yaitu : 

a.  Lisis sel yang merupakan tahapan untuk menghancurkan dinding sel 

yang menyebabkan seluruh isi sel keluar. 

b.  Ekstraksi yaitu tahapan pemisahan DNA dari materi genetik maupun 

materi lain yang tidak dibutuhkan dalam proses analisis molekuler. 

c.  Presipitasi yaitu tahapan pengendapan DNA. 

d.  Purifikasi yang merupakan tahapan pembersihan DNA dari kontaminan 

lain. 
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2.5.  Polymerase Chain Reaction 

 

 

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah salah satu metode yang dapat 

digunakan untuk memperbanyak DNA dari suatu organisme (Pertiwi et al., 2015). 

Menurut Fatchiyah (2005), ada beberapa tahapan dalam PCR diantaranya adalah 

denaturasi, anneling, dan ekstensi yang dilakukan secara berulang.  Selain itu ada 

beberapa komponen dalam PCR yaitu DNA cetakan, primer, taq DNA 

polymerase, PCR buffer dan konsentrasi MG2+ , Nukleotida (dNTPs).   

Pada tahapan denaturasi, temperatur yang digunakan berkisar 90-95ºC, temperatur 

pada anneling berkisar 53 – 60°C dan pada tahap ekstensi atau pemanjangan untai 

DNA terjadi pada temperatur 72°C. 

 

Menurut Handoyo dan Rudiretna (2000), suhu dan waktu amplifikasi merupakan 

faktor penting dalam menentukan berhasil atau tidaknya amplifikasi DNA dengan 

PCR.  Metode PCR menggunakan suhu yang berbeda pada tiap prosesnya seperti 

denaturasi, anneling dan elongasi.  Denaturasi merupakan tahap pemotongan untai 

DNA dari double helix menjadi single menggunakan suhu yang tinggi yaitu  

berkisar 93-95ºC selama 30-90 detik, kondisi tersebut merupakan kondisi yang 

optimum untuk dilakukannya denaturasi karena apabila suhu yang terlalu tinggi 

dan dalam waktu yang lama maka DNA sukar rusak, sedangkan pada suhu rendah 

proses denaturasi DNA template tidak sempurna. Anneling merupakan tahap 

penempelan primer dengan DNA cetakan pada kondisi suhu berkisar 37-60 ºC 

selama 30-60 detik.  Suhu anneling yang digunakan tergantung dari Tm (Melting 

Temperature) primer yang digunakan.  Tm (Melting Temperature) primer 

merupakan suhu dimana 50% untai ganda DNA akan terpisah, hal ini 

berhubungan dengan komposisi dan panjang primer yang digunakan.  Tm dapat 

diketahui melalui rumus [2(A+T)+4(C+G)], kondisi anneling yang banyak 

digunakan yaitu pada suhu 50 – 60ºC selama 30 – 45 detik (Zuhriana, 2010).  

Elongasi merupakan proses pemanjangan primer yang dibantu oleh enzim DNA 

polimerase yang terjadi pada kondisi suhu 72ºC selama 30-60 detik, suhu ini 

merupakan suhu yang optimum untuk proses pemanjangan DNA. Waktu elongasi 

dipengaruhi oleh panjang DNA yang di amplifikasi (Handoyo dan Rudiretna, 

2001). 
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2.6. Elektroforesis 

 

 

Elektroforesis merupakan suatu tahap deteksi amplifikasi fragmen DNA setelah 

proses PCR (Polymerase Chain Reaction). Elektroforesis DNA mengelompokkan 

hasil amplifikasi DNA berdasarkan ukuran berat molekul dan struktur fisik 

molekulnya, melalui perpindahan partikel bermuatan listrik negatif  ke arah 

elektroda berlawanan. Fragmen DNA yang teramplifikasi, diukur berdasarkan 

perpindahan ion pada gel agarosa atau gel poliakrilamid (Reiner, 2016). Pada 

tahap tersebut, seluruh sampel akan berada pada larutan aqueous solution. 

Perbedaan massa molekul dan partikel, menyebabkan perbedaan kecepatan 

pergerakan fragmen DNA. Perbedaan kecepatan pergerakan fragmen DNA 

tersebut, yang dinyatakan sebagai ukuran sebuah fragmen DNA (Reiner, 2016).  

 

Elektroforesis merupakan metode yang digunakan untuk karakterisasi kualitatif 

suatu zat atau campuran zat, untuk kontrol kemurnian, penentuan kuantitatif, dan 

tujuan suatu penelitian. Berdasarkan Qiaxcell DNA handbook (2014) yang 

diadaptasi dari prinsip elektrofosesi, pemisahan fragmen DNA dilakukan 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.



 
 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

Penelitian ini dilaksanakan melalui dua tahap, tahap pertama yaitu 

pembudidayaan 4 varietas  tanaman kedelai (Glycine max (L.) Merrill) pada lahan 

marginal di Desa Negara Jaya, Kecamatan Negeri Besar, Way Kanan, Lampung.  

Pada proses budidaya tersebut, diamati pertumbuhan dan produksi 4 varietas 

tanaman kedelai, kemudian pada tahap kedua akan dilakukan analisis 

kemelimpahan bakteri rhizosfer masing-masing varietas dianalisis menggunakan 

teknik PCR (Polymerase Chain Reaction).  

 

 

3.1. Budidaya Tanaman Kedelai (Glycine max (L.) Merrill) 

 

 

3.1.1. Waktu  dan Tempat Penelitian 

 

 

Penelitian ini dilaksanakan di lahan percobaan, Desa Negara Jaya, Kecamatan 

Negeri Besar, Way Kanan, Lampung. Tahap penelitian dilaksanakan mulai dari 

bulan Mei 2022 sampai dengan bulan Juli 2022.  

 

 

3.1.2. Alat dan Bahan Penelitian 

 

 

Alat-alat yang digunakan dalam pelaksanaan penelitian ini adalah alat tulis, 

meteran, mistar, tugalan, karung, koret, ember, selang air, timbangan, patokan, tali 

rafia, cangkul, dan sprayer. 

 

Bahan-bahan yang digunakan dalam pelaksanaan penelitian ini adalah benih 

kedelai varietas Anjasmoro, Agromulyo, Devon 1, dan Dena 1, air, dolomit, 

pupuk anorganik Urea, SP36, dan KCl.  
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3.1.3.  Deskripsi Lahan Penelitian 

 

 

Lahan percobaan terletak di Desa Negeri Jaya, Kecamatan Negeri Besar, 

Kabupaten Way Kanan, Lampung, pada lahan seluas 165 M² dengan pH tanah 

4,15. Dilakukan uji kandungan unsur hara yang dilaksanakan di Laboratorium 

Pengujian UPT LTSIT Universitas Lampung, yang memiiliki sertifikat SNI 

ISO/IEC 17025:2008. Informasi mengenai kondisi lahan percobaan digunakan 

sebagai acuan penggunaan teknologi budidaya yang di adaptasi berdasarkan buku 

monograf  “Teknologi Produksi Kedelai” oleh Balitkabi (2018) dengan 

modifikasi. 

 

 

3.1.4. Rancangan Percobaan  

 

 

Penelitian ini menggunakan rancangan non faktorial atau faktor tunggal, yang 

disusun dengan Rancangan Acak Lengkap dengan 4 ulangan, untuk mengetahui 

hasil pengamatan parameter pertumbuhan dan produktivitas masing-masing 

varietas tanaman kedelai. 

 

Faktor perlakuan pada penelitian ini yaitu empat varietas kedelai, yaitu : 

V1 : Varietas Anjasmoro 

V2 : Varietas Agromulyo 

V3 : Varietas Dena-1 

V4 : Varietas Devon-1 

 

Tata letak percobaan dapat digambarkan sebagai berikut : 

I II III III 

V3 V2 V4 V2 

V1 V3 V1 V4 

V2 V4 V3 V1 

V3 V1 V2 V4 

     

Gambar 2. Denah tata letak percobaan 
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Berdasarkan 4 varietas yang ditanam dengan ulangan sebanyak 4 kali, maka 

didapatkan 16 satuan percobaan. Pada setiap satuan percobaan dibutuhkan 200 

butir benih. Data yang diperoleh diuji homogenitas dan perbedaan nilai tengahnya 

menggunakan Uji Barlett, kemudian dianalisis keragamannya menggunakan uji 

lanjut Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan α = 5%. Data yang diperoleh dianalisis 

menggunakan program statistika RStudio. 

 

Analisis kemelimpahan bakteri masing-masing varietas dilakukan dengan 

membandingkan ketebalan pita DNA hasil amplifikasi primer 16s rRNA pada 

proses PCR, yang divisualilasi menggunakan elektroforesis. 

 

 

3.1.5. Pelaksanaan Penelitian 

 

 

3.1.5.1. Pengolahan Lahan 

 

 

Sebelum dilakukan pengolahan lahan, dilakukan pembersihan lahan terlebih 

dahulu dari gulma dan pengkotor lahan lainnya. Pembersihan lahan dilakukan 

secara manual menggunakan parang dan arit. Selanjutnya, tanah diolah secara 

manual menggunakan cangkul, dengan cara membolak-balikkan tanah dengan 

kedelaman 15–20 cm hingga gembur. Tanah yang telah gembur kemudian ditaburi 

dolomit dengan dosis 3 ton/Ha. Selanjutnya tanah yang telah ditaburi dengan 

dolomit, dibolak-balik secara manual menggunakan cangkul. Tanah yang telah 

tercampur dolomit kemudian didiamkan selama ± 2 minggu. 

 

Tanah yang telah diolah, kemudian dibuat berpetak dengan ukuran 2 x 3 M² 

dengan jarak antar petak 1 M². Petak perlakukan dibuat sebanyak 16 petak, 

dengan pembagian masing-masing 4 petak per-varietas. Parit dengan lebar 1 M 

dibuat di sekeliling lahan percobaan dan juga memajang di tiap pinggir petak. 

Parit tersebut digunakan sebagai aliran drainase dan jalan untuk memudahkan 

proses pemeliharaan tanaman.  
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3.1.5.2. Penanaman Tanaman Kedelai 

 

 

Benih tanaman kedelai ditanam pada kedalaman 2-3 cm, dengan cara ditugal. 

Sebelum benih ditanam, benih direndam di dalam air untuk  memilah antarbenih 

berkualitas baik dan benih yang sudah tidak produktif.  Benih ditanam pada jarak 

15 x 40 cm, sesuai dengan rekomendasi Balitkabi (2018). Tiap satu lubang tanam 

diisi dengan 2 benih kedelai untuk mengantisipasi benih kemungkinan adanya 

benih bernas yang ikut tertanam. Pada hari ke-7 setelah tanam dapat dilakukan 

penjarangan jika diperlukan.  

 

 

3.1.5.3. Pemupukan 

 

 

Pupuk dasar yang direkomendasi untuk tanaman kedelai, ialah 75 kg/ha Urea, 100  

kg/ha SP 36, dan 100 kg/ha KCl diberikan bersamaan dengan penanaman benih 

kedelai atau paling lambat 14 HST. Ketiga pupuk diaplikasikan tepat disamping 

benih dengan jarak 5–7 cm, dengan metode tugal, lalu membenamkannya pada 

tanah untuk menghindari penguapan. Pada lahan marginal perlu dilakukan 

pemupukan susulan menggunakan pupuk urea dengan dosis 50 kg/ha pada  20 

HST.  

 

 

3.1.5.4. Pemeliharaan 

 

 

Tanaman kedelai merupakan komoditas tanaman yang cukup peka terhadap 

cekaman kekeringan ataupun genangan air, terutama pada fase kritis yakni pada 

fase perkecambahan dan fase awal generatif (berbunga) hingga pembentukan dan 

pengisian polong. Maka, perlu dilakukan upaya untuk menjaga drainase pada 

rhizosfer tanaman tetap stabil pada kondisi lapang. Oleh karena itu, penyiraman 

tanaman dilakukan  pada pagi dan sore hari atau digantikan dengan tadah hujan 

pada kondisi iklim tertentu.  

 

Penyiangan tanaman dilakukan dua kali selama satu periode tanam, yakni pada 15 

dan 45 HST. Penyiangan dilakukan secara manual menggunakan arid atau dicabut 
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menggunakan tangan untuk mengurangi potensi kerusakan akar. Pada penyiangan 

pertama, sekaligus dilakukan pembumbunan tanaman. Pembubunan ini perlu 

dilakukan untuk memperbaiki kondisi fisik tanah di perakaran tanaman yang 

terkikis pada proses penyiraman tanaman, sekaligus untuk menginduksi 

pembentukan nodul pada perakaran tanaman. 

 

 

3.1.5.5. Pemanenan 

 

 

Secara umum tanaman kedelai dapat dipanen apabila 90-95% polong telah 

matang, dan sebagian besar daun telah menguning, mengering  ataupun gugur 

(Fehr and Caviness 1977). Varietas Anjasmoro akan memasuki usia panen pada 

usia 83-93 hari setelah tanam (HST), 80-82 HST pada varietas Argomulyo, 78 

HST pada varietas Dena-1, dan 83 HST pada varietas Devon-1. Pemanenan 

tanaman menggunakan sistem potong pangkal, untuk memimalisir goncangan 

yang ditimbulkan apabila pemanenan dilakukan dengan cara mencabut seluruh 

tanaman secara langsung. Pemanenan dengan sistem ini lebih efisien, untuk 

menekan jumlah polong yang rontok akibat goncangan, dan akar yang putus pada 

proses pencabutan tanaman. 

 

 

3.2. Analisis Kemelimpahan Bakteri Rhizosfer 4 Varietas Tanaman Kedelai 

(Glycine max (L.) Merrill) 

 

 

3.2.1. Waktu  dan Tempat Penelitian 

 

 

Pelaksanaan penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biomolekuler UPT 

LTSIT Universitas Lampung, Bandar Lampung. Tahap penelitian ini dilaksanakan 

mulai dari bulan Juni 2022 sampai dengan bulan September 2022.  
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3.2.2. Alat dan Bahan Penelitian 

 

 

Alat yang digunakan dalam pelaksanaan penelitian ini antara lain ialah, cool box, 

es batu, plastik klip, alat tulis, kertas tissue, enlenmeyer, tabung reaksi, 

alumunium foil, hot plate, autoklaf, oven, micropipette, microtube steril 0,2 mL, 

1.5 mL, dan 2 mL, tip steril ukuran 10µL, 200µL, dan 1000 µL, alat Centrifuge, 

Tissue Lyser, Vortex, Alat Inkubasi, Alat Spin, Nanophotometer (IMPLEN, 

Jerman), kuvet, Laminar UV 4 PCR, well buffer, thermocycler (Sensoquest, 

Jerman), tray buffer, alat elektroforesis kapiler digital QIAxcel Advanced (Qiagen, 

Jerman), dan freezer. 

 

Bahan-bahan yang digunakan pada pelaksanaan penelitian ini, antara lain ialah 

alkohol, kit ekstraksi DNA , kit pereaksi PCR, kit pereaksi elektroforesis, dan 

primer 16S rRNA,  Forward (5–3) 63 F dan Reverse (5–3) 1387 R. 

 

 

3.2.3. Pengambilan Sampel Tanah Rhizosfer pada Masing-masing Varietas 

Tanaman  

 

 

Sampel tanah pada rhizosfer tanaman varietas Anjasmoro, Argomulyo, Devon 1, 

dan Dena-1 diambil dari lahan percobaan Desa Negara Jaya, Kecamatan Negeri 

Besar, Way Kanan, Lampung, secara komposit pada fase vegetatif akhir (30 

HST). Sampel tanah diambil pada fase generatif akhir, yakni saat terbentuk 

simbiosis yang kompleks, ditandai dengan pembesaran nodul akar secara 

maksimal dan membentuk warna kemerahan. Sampel tanah rhizosfer diambil 

sebanyak 100 g  pada kedalaman 10-15 cm, yang mengacu pada pendapat Singh 

(1983), bahwa meskipun perakaran kedelai tumbuh hingga 60-150 cm, namun 

absorbsi air dan unsur hara berlangsung secara maksimal hanya hingga kedalaman 

15 cm dari permukaan tanah, sehingga pada lokasi perakaran tersebut interaksi 

antara tanaman dan rhizobacteria berlangsung secara maksimal. 

 

Pengambilan sampel tanah dilakukan dalam kondisi steril menggunakan spatula 

dan kantung plastik yang disterilisasi berulang untuk setiap pengambilan sampel 
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(Gupta et al., 2017). Pada tiap-tiap perlakuan,  sampel tanah diambil secara acak 

pada 3 lokasi berbeda pada petak yang sama, kemudian dihomogenkan. Sampel 

tanah kemudian dimasukkan ke dalam plastik klip steril dan segera disimpan pada 

freezer pada suhu   < 0° C, untuk mempertahankan komposisi bakteri pada sampel 

sampai waktu dilakukan proses identifikasi (Gaete, et al., 2020). 

 

3.2.4. Preparasi Sampel  

 

Sampel bakteri diperkaya pada medium universal dengan pengenceran 10-1, yaitu 

dengan mencampurkan 1 gram tanah dari masing-masing varietas ke dalam 9 ml 

masing-masing media. Bakteri diperkaya pada medium Nutrient Broth (NB) dan 

diinkubasi selama 24 jam. Medium NB dibuat dengan melarutkan 2,8 gram NB 

pada 100 ml akuades menggunakan hot plate. Medium NB dituang ke dalam 

tabung reaksi sebanyak 9 ml, kemudian disterilisasi dengan autoclave selama 15 

menit dengan suhu 121℃ dan tekanan 1 atm. 

 

 

3.2.5. Ekstraksi DNA Sampel  

 

 

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℃, supernatan dikeluarkan perlahan. Phosphate Buffer Saline 

(PBS) 1x ditambahkan sebanyak 1 ml pada masing-masing sampel dan 10µl 

lisozim pada sampel bakteri Gram positif, sampel dihomogenkan dengan vorteks. 

Kemudian, sampel bakteri Gram positif diinkubasi pada suhu 37℃ di inkubator 

selama 60 menit dan sampel bakteri Gram negatif langsung disentrifugasi dengan 

kecepatan 13.500 rpm selama 5 menit pada suhu 4℃, supernatan dikeluarkan 

perlahan. Sampel bakteri Gram positif yang telah selesai diinkubasi langsung 

disentrifugasi dengan kecepatan 13.500 rpm selama 5 menit pada suhu 4℃ dan 
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supernatan dikeluarkan perlahan. Selanjutnya, 500 µl Nucleic Lysis Solution 

ditambahkan pada sampel bakteri Gram positif dan Gram negatif, dihomogenkan 

dengan vorteks. Kedua sampel diinkubasi pada suhu 80℃ selama 5 menit dan 

didinginkan sampai suhu ruang. Kedua sampel ditambahkan 200 µl Protein 

Precipitation Solution, kemudian 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℃.  

 

Hasil sentrifugasi yang 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 µl 

isopropanol bersuhu ruang, lalu dihomogenkan dengan menginversi perlahan 

sampai terbentuk benang-benang halus. Sampel disentrifugasi dengan kecepatan 

13.500 rpm selama 5 menit pada suhu 4℃, supernatan dikeluarkan perlahan 

dengan menuangkan pada tissue bersih. Kemudian, ditambahkan 600 µl etanol 

75% bersuhu ruang pada kesua sampel. Sampel disentrifugasi dengan kecepatan 

13.500 rpm selama 5 menit pada suhu 4℃, 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 µl 

DNA Rehydration Solution ke dalam masing-masing sampel dan diinkubasi 

selama 60 menit pada suhu 65 ℃, 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℃. 

 

 

3.2.6. Analisis Kemurnian dan Konsentrasi DNA  

 

 

Konsentrasi DNA hasil ekstraksi diperiksa dengan menggunakan alat 

Nanophotometer (IMPLEN, Jerman). Sampel diteteskan pada lid sebanyak 1,5 µl 

kemudian diletakkan pada cell holder. Nanophotometer menunjukkan konsentrasi 
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DNA dalam satuan ng/µl, Absorbansi 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 lid sebanyak 1 µL 

terlebih dahulu. Setiap pergantian sampel lid dibersihkan dengan tissue bersih. 

Sampel DNA yang murni ditunjukkan dengan absorbansi A260/A280 berkisar 1,8 

– 2,0. DNA dengan kemurnian 1,8 – 2,0 dan konsentrasi >50 ng/µl dapat 

dilanjutkan ke proses amplifikasi dengan Polymerase Chain Reaction (PCR). 

 

 

3.2.7. Amplifikasi dengan Metode Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 

 

DNA bakteri diamplifikasi dengan Polymerase Chain Reaction (PCR) dengan alat 

thermocycler (Sensoquest, Jerman). Gen 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 10,5µL mastermix MyTaqTM HS Red Mix , 0,25 µL primer Forward 

(F), 0,25 µL primer Reverse (R), 8 µL ddH2O, dan 2µL sampel DNA yang 

dimasukkan pada microtube berukuran 0,2 mL. Program thermocycling yang 

digunakan memiliki 6 tahapan, yaitu tahap denaturasi awal (94℃ selama 5 menit), 

tahap denaturasi (94℃ selama 1 menit), tahap penempelan primer atau annealing 

(50℃ selama 1 menit), pemanjangan atau elongation (72℃ selama 1 menit), 

elongasi akhir (72℃ selama 5 menit), dan cooling (20℃ selama 10 menit). Tahap 

denaturasi, penempelan primer (annealing), dan pemanjangan (elongation) diulang 

sebanyak 30 siklus. Proses pencampuran pereaksi PCR dilakukan di Laminar UV 

4 PCR. Sampel hasil PCR diletakkan di lemari pendingin bersuhu 4℃. 
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3.2.8. Visualisasi Hasil Polymerase Chain Reaction (PCR) 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 QIAxcel 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, diklik “process profile” pada bagian “instrument status”, 

cartridge type yang dipakai yaitu DNA Screening, dipilih “process profile” yang 

digunakan. Pemilihan sampel dilakukan dengan memilih “sample selection”, size 

marker yang digunakan 100 pb – 2,5 kb (20 ng/ µl), alignment marker 

menggunakan QX 15pb -3 kb, pada bagian “sample row selection’ dipilih baris A 

apabila hanya ≤ 11 sampel yang dielektroforesis, diklik kanan pada salah satu 

kolom antara 1-12 untuk memilih lokasi size marker, kemudian diklik kotak 



      

 

28 

“show lot information”. Selanjutnya, dipilih “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 dipilih “run check”. Diklik 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 

menampilkan posisi dan ukuran fragmen DNA , untuk dapat mengetahui ukuran 

fragmen DNA dapat dipilih “analysis” pada bagian menu bar. 

 

 

3.3.  Pengukuran Variabel Pengamatan 

 

 

Pengamatan dilakukan untuk menguji kesahihan kerangka pemikiran dan 

hipotesis, beberapa komponen pengamatan terhadap pertumbuhan dan hasil 

tanaman kedelai, dijelaskan sebagai berikut : 

 

 

3.3.1.  Pengamatan Komponen Pertumbuhan Tanaman 

 

 

(a) Tinggi tanaman 

 

 

Tinggi tanaman diukur dari pangkal tanaman pada permukaan tanaman sampai 

titik tumbuh batang utama, dilakukan saat tanaman berusia 7 MST, yakni pada 

saat tanaman mencapai mencapai masa vegetatif akhir. Pengukuran dilakukan 

pada 10 sampel tanaman pada tiap petak percobaan. Pengukuran dinyatakan 

dalam satuan sentimeter (cm) dengan alat bantu berupa meteran. 
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(b) Jumlah daun 

 

 

Jumlah daun diamati pada hari ke-35 HST, dengan cara menghitung daun 

sempurna yang terbentuk per satu tanaman sampel. Kriteria daun sempurna ialah 

memiliki 1-3 helai daun sempurna, pada tiap helai daun. Pengukuran dilakukan 

pada 10 tanaman sampel, pada tiap petak percobaan. Hasil pengukuran jumlah 

daun yang dilakukan secara menual dinyatakan dalam jumlah tangkai daun, sesuai 

kriteria daun sempurna. 

 

 

(c) Tingkat kehijauan daun 

 

 

Dilakukan dengan menggunakan alat Minolta SPAD, dinyatakan dalam satuan 

(unit). Pengukuran klorofil daun dilakukan satu kali, pada saat tanaman memasuki 

fase vegetatif maksimum (umur 6 MST) menggunakan alat klorofil meter. Setiap 

tanaman sampel diambil 3 helai daun yaitu pangkal daun, tengah daun, dan ujung 

daun. Cara pengukuran yaitu pada 3 titik dari satu helai pangkal, tengah dan ujung 

daun kemudian nilai yang diperoleh dirata-ratakan. Pada tiap petak percobaan, 

diukur 10 tanaman sampel untuk mewakili populasi tanaman pada petak 

percobaan. 

 

 
(d) Bobot kering berangkasan 

 

 

Seluruh bagian tanaman sampel yang terbentuk hingga fase vegetatif akhir, dari 

bagian pucuk hingga ujung pangkal tanaman dipangkas dan dikeringkan dengan 

cara menjemur berangkasan pada sinar matahari selama 24 jam, setelah itu 

dikeringkan menggunakan oven dengan suhu 70° C, selama ±3 hari hingga bobot 

konstan. Pada tiap petak, diambil 10 sampel untuk mewakili populasi tanaman 

pada petak percobaan. Setelah kering, berangkasan ditimbang dengan 

menggunakan timbangan, dan dinyatakan pada satuan gram (g), kemudian dirata-

ratakan jumlahnya. 
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(e) Bintil akar total 

 

 

Pengamatan bintil akar total dilakukan pada akhir fase vegetatif  yaitu pada 35 

HST dengan membelah bintil akar dan menghitung total bintil akar yang berwarna 

merah maupun berwarna putih pada sepuluh tanaman sampel, kemudian dirata-

ratakan jumlahnya. 

 

 

3.3.2.  Pengamatan Komponen Produksi Tanaman 

 

 

(a) Jumlah polong total 

 

 

Pengamatan dilakukan saat panen dengan menghitung jumlah total polong yang 

terbentuk. Jumlah polong total yang terbentuk tersebut termasuk polong hampa 

dan polong isi. Perhitungan dilakukan pada sepuluh tanaman sampel, pada tiap 

petak percobaan, kemudian dirata-ratakan jumlahnya.     

 

 

(b) Jumlah polong isi 

 

 

Pengamatan dilakukan pada saat setelah panen dengan menghitung polong yang 

bernas pada sepuluh sampel, di tiap petak percobaan, kemudian dirata-ratakan 

jumlahnya. 

 

 

(c) Jumlah polong hampa 

 

 

Jumlah polong hampa diperoleh dari hasil pengurangan jumlah polong total 

dengan jumlah polong isi pada sepuluh tanaman sampel, pada tiap petak 

percobaan, kemudian dirata-ratakan jumlahnya.  
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(e) Bobot biji per tanaman  

 

 

Pengamatan dilakukan dengan cara memipil keseluruhan biji kedelai per tanaman, 

pada sepuluh sampel tanaman per petak percobaan. Biji yang telah bersih 

dikeringkan hingga mencapai kadar air 15-17%, kemudian ditimbang dan 

dinyatakan pada satuan gram (g). 

 

 

 (f). Produksi per hektar 

 

 

Produksi kedelai per hrktar, dianalisis berdasarkan perhitungan antara bobot biji 

per tanaman dengan total keseluruhan populasi tanaman per hektar, per ulangan 

(varietas), kemudian dirata-ratakan jumlahnya. 

 

 

3.3.3. Pengamatan Komponen Uji Mutu Benih 

 

 

(a) Daya berkecambah(%) 

 

 

Pengamatan terhadap daya berkecambah, dihitung secara otomatis oleh software 

online GerminaQuant, atau dapat dilakukan secara manual dengan cara 

menghitung jumlah benih berkecamah normal pada hari ke-5 dan ke-8 seelah 

tanam. Daya berkecambah, dihitung menggunakan rumus : 

 

DB (%)= 
∑ KN Pengamatan I  + ∑ KN Pengamatan II 

∑ Benih yang ditanam
 X 100% 

 

Keterangan : 

KN : Kecambah Normal 
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(b) Vigor benih 

 

 

Pengamatan untuk perhitungan indeks vigor dilakukan pada pengamatan ke-1 

(first counting) dimana kecambah normal dihitung pada hari ke-5 (HST) dengan 

rumus : 

IV (%)= 
∑ KN Pengamatan I

∑ Benih yang ditanam
 X 100% 

 

 

3.3.4. Pengamatan Kemelimpahan Bakteri 

  

 

Fragmen DNA yang teramplifikasi pada proses PCR (Polymerase chan reaction) 

divisualisasikan menggunakan gel image  pada proses elektroforesis. Gel Image 

kemudian menggambarkan kemelimpahan bakteri pada rhizosfer 4 varietas 

tanaman kedelai yang diuji. Variabel yang diamati adalah ketebalan pita DNA. 

Tebal pita yang tervisualisasi dalam bentuk gel image pada proses elektroforesis 

mengindikasikan kemelimpahan sekuen DNA bakteri rhizosfer yang terseparasi. 

Semakin tebal pita DNA yang terbentuk sampel diasumsikan dengan semakin 

melimpahnya bakteri 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., 2016). 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. 

 

 

3.3.5. Korelasi Kemelimpahan Bakteri dengan Masing-masing Variabel 

Pengamatan 

 

 

Koefisien korelasi merupakan nilai tunggal atau angka yang menghubungkan dua 

variabel atau lebih.Namun, koefisien korelasi bukanlah hubungan sebab akibat, 

daam arti dua variabel dapat saling berhubungan tetapi tidak mempengaruhi satu 
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sama lain (Borden, 2009). Studi tentang koefisien korelasi mengamati sifat antar 

karakter dalam sebuah penelitian (Vidyalaya, 2013). Pada penelitian ini, 

dilakukan pengamatan terhadap koefisen korelasi seluruh variabel pengamatan 

lapang dengan kemelimpahan bakteri masing-masing varietas, yang mengacu 

pada teori Karl Pearson, bahwa koefisien korelasi merupakan koefisien 

korelasi linier antara dua variabel yang dilambangkan dengan “r”, yang berjalan 

kearah positif maupun negatif, dimana kenaikan salah satu komponen hasil akan 

mengakibatkan penurunan dengan komponen hasil lainnya (Dendukuri and 

Reinhold, 2004)  

 

Koefisien korelasi pada penelitian ini dihitung secara otomatis menggunakan 

Microsoft Exell, atau yang secara manual dapat dihitung menggunakan rumus 

koefisien korelasi : 

 

 

 

Keterangan:  

rxy = Koefisien korelasi antara x dan y 

n = Banyaknya sampel 

∑x = Variabel x 

∑y = Variabel y
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V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1. Kesimpulan 

 

 

Kesimpulan pada penelitian ini, ialah sebagai berikut : 

1. Pertumbuhan, produksi, dan mutu benih keempat varietas tanaman kedelai yang 

dibudidayakan pada lahan marginal yang sama berturut-turut dari yang terbaik 

ialah varietas Devon-1, Anjasmoro, Argomulyo, dan Dena-1. 

2. Kemelimpahan Rhizobacteria Gram negatif dan Gram positif pada perakaran 

empat varietas tanaman kedelai berturut-turut dari yang tertinggi ialah bakteri 

Gram negatif varietas Argomulyo, bakteri Gram positif dan negatif varietas 

Devon-1, bakteri Gram positif varietas Anjasmoro, bakteri Gram positif 

varietas Dena-1, bakteri Gram negatif varietas Anjasmoro, bakteri Gram 

negatif varietas Dena-1, bakteri Gram positif varietas Argomulyo. 

3. Kemelimpahan bakteri Gram positif pada rhizosfer keempat varietas uji 

berkorelasi positif dengan variabel tinggi tanaman, jumlah daun, tingkat 

kehijaun daun, jumlah bintil akar total, jumlah polong isi, jumlah polong 

hampa, jumlah polong total, produksi per hektar, daya berkecambah dan indeks 

vigor, namun berkorelasi negatif dengan bobot kering berangkasan. Sedangkan 

kemelimpahan bakteri Gram negatif berkorelasi positif dengan variabel tingkat 

kehijauan daun, jumlah bintil akar total, bobot biji pertanaman, dan produksi 

per hektar, namun berkorelasi negatif dengan tinggi tanaman, jumlah daun, 

bobot kering berangkasan, jumlah polong isi, jumlah polong hampa, jumlah 

polong total, daya berkecambah dan indeks vigor.
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5.2. Saran 

 

 

Berdasarkan kesimpulan pada penelitian ini maka penulis menyarankan bahwa 

perlu dilakukan : 

1. Penelitian lebih lanjut terkait eksudat akar yang disekresikan oleh masing-

masing varietas kedelai, untuk dapat dilakukan pendekatan yang lebih akurat 

terkait korelasi sekresi eksudat tanaman inang dengan perbedaan 

kemelimpahan bakteri Gram negatif dan Gram positif yang bernaung tanaman 

inang. 

2. Melakukanan analisis pada bintil akar tanaman kedelai untuk mengetahui 

keragaman bakteri Gram negatif dan Gram positif yang telah bersimbiosis 

dengan tanaman inang.  

3. Metaanalisis dengan metagenomik untuk mengetahui jenis dan peranan 

masing-masing bakteri bakteri Gram negatif dan Gram positif tersebut secara 

spesifik berdasarkan literatur yang telah tersedia.
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