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INTISARI

EFEKTIVITAS INOKULASI JAMUR MIKORIZA ARBUSKULA PADA
HOME-FIELD ADVANTAGE TANAMAN TEBU

Arini Hidayati Jamil
20/467719/PMU/10325

Tanaman yang tumbuh dalam kondisi tanah home-field advantage
diperkirakan akan memiliki pertumbuhan yang lebih baik dibanding tanah asing.
Simbiosis mikoriza arbuskula dapat menjadi penanda ideal adaptasi lokal tanah dan
tanaman tersebut. Peran mikroorganisme tanah dalam adaptasi tersebut dapat
diketahui dengan membandingkan fungsi yang diperoleh dari mikrobioma dalam
kondisi normal dan terganggu. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis
efektivitas inokulasi jamur mikoriza arbuskula dalam home-field advantage
tanaman tebu dan untuk mengetahui komposisi komunitas bakteri endofit akar tebu
yang berperan dalam kolonisasi mikoriza dan pertumbuhan tanaman tebu.

Benih varietas tebu AAS Agribun ditanam pada tanah regosol dari lahan
dengan riwayat penggunaan yang berbeda (home dan away) dan kondisi
mikrobioma yang berbeda (normal dan disturbed). Setiap kondisi tanah diberikan
perlakuan dengan dan tanpa inokulasi (inoculated dan uninoculated) jamur
mikoriza vesikula arbuskula. Analisis keragaman komunitas bakteri endofit akar
dilakukan berdasarkan gen Ribosomal Intergenic Spacer. Parameter yang diamati
meliputi kolonisasi mikoriza, karakter kimia tanah, kapasitas tukar kation akar, dan
biomasa tanaman. Amplicon sequencing gen 16S rRNA dilakukan untuk
mengetahui komposisi komunitas bakteri.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa inokulasi jamur mikoriza arbuskula
pada tanah dengan home-field advantage lebih efektif meningkatkan kolonisasi
mikoriza, KTK akar, dan berat kering akar tebu dibanding tanah asing (away).
Kolonisasi mikoriza yang tinggi didukung oleh komunitas bakteri pendukung
kolonisasi yaitu Promicromonospora, Ensifer, Actinomadura, Streptomyces,
Actinoplanes, Pseudomonas, Ralstonia, Lysobacter, dan Rhizobium. Peningkatan
pertumbuhan tanaman tebu didukung peningkatan kelimpahan relatif genus
Streptomyces, Ensifer, Lysobacter, dan kelompok Rhizobium.

Kata kunci: home-field advantage, tebu, kolonisasi mikoriza, amplicon sequencing
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ABSTRACT

THE EFFECTIVITY OF ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI
INOCULATION ON HOME-FIELD ADVANTAGE OF SUGARCANE PLANT

Arini Hidayati Jamil
20/467719/PMU/10325

Growing a plant in home-field advantage soil conditions is estimated to get
better growth compared to in foreign soil. Arbuscular mycorrhiza symbiosis was a
good sign of the soil-plant local adaptation. The role of soil microorganisms on the
adaptation could be determined by comparing the function given by indigenous and
disturbed microbiomes. The objective of this study was to analyze the effectiveness
of arbuscular mycorrhizal fungi inoculation in sugarcane home-field advantage and
to discover the composition of bacterial communities that play a role in mycorrhizal
colonization and plant growth.

Budsets of AAS Agribun sugarcane variety were planted on Regosol soil
from different land use (home and away) and different microbiome conditions
(normal and disturbed). Each of the soil conditions was AMF inoculated and
uninoculated. The bacterial diversity of root endophyte was analyzed according to
Ribosomal Intergenic Spacer genes. Mycorrhizal colonization, soil chemical
properties, root cation exchange capacity, and plant biomass were determined and
analyzed. Amplicon sequencing of 16S rRNA genes was carried out to determine
the composition of bacterial communities.

Mycorrhizal inoculation on home-field advantage soil was more effective
compared to foreign soils to increase the mycorrhizal colonization, root cation
exchange capacity, and dry weight of sugarcane root. High mycorrhizal
colonization was supported by mycorrhiza helper bacteria including
Promicromonospora, Ensifer, Actinomadura, Streptomyces, Actinoplanes,
Pseudomonas, Ralstonia, Lysobacter, and Rhizobium. The enhancement of
sugarcane growth following the increase of the relative abundance
of Streptomyces, Ensifer, Lysobacter, and Rhizobium group.

Keywords: home-field advantage, sugarcane, mycorrhizal colonization, amplicon
sequencing



BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Tanaman diperkirakan akan mampu tumbuh lebih baik pada lingkungan
yang telah teradaptasi secara lokal dibandingkan lingkungan asing. Kondisi
lingkungan tersebut meliputi lingkungan biotik dan abiotik. Adaptasi lokal tanaman
terhadap mikroorganisme tanah sebagai lingkungan biotik menjadi sangat penting
karena asosiasi tanaman dan mikroorganisme tanah dapat mempengaruhi kesehatan
tanaman (Rda et al., 2016). Fenomena keuntungan yang diperoleh tanaman yang
ditumbuhkan dalam tanah yang telah teradaptasi lokal dapat disebut sebagai home-
field advantage (HFA) (Fanin et al., 2021; Ria et al., 2016).

Mikoriza Vesikula Arbuskula, atau lebih dikenal sebagai mikoriza
arbuskula, merupakan simbiosis penting antara tanaman dan jamur tanah obligat
simbiotik dari filum Glomeromycota (Brundrett et al., 1996; Frey-Klett et al.,
2007). Simbiosis tersebut memungkinkan tanaman memperoleh nutrisi lebih
banyak dari dalam tanah sehingga mempengaruhi fenotip dan kesehatan tanaman.
Simbiosis ini dapat bersifat mutualistik maupun parasitik (Garrido et al., 2010;
Johnson et al., 1997), namun penelitian-penelitian di bidang pertanian lebih banyak
menemukan dan mempelajari efek positifnya terhadap tanaman.

Menurut Rua et al. (2016), simbiosis mikoriza arbuskula dapat menjadi
penanda ideal dalam mempelajari adaptasi lokal tanaman terhadap tanah.

Berdasarkan hasil meta-analisis pada 139 artikel dalam penelitian tersebut, apabila



tanah dan tanaman telah beradaptasi (sympatric) namun jamur mikoriza arbuskula
(JMA) merupakan allopatric, maka pengaruh inokulasi JMA akan lebih besar
dibanding apabila ketiga komponen bersifat allopatric. Pemahaman mengenai pola
adaptasi lokal dapat menjadi dasar untuk penerapan manajemen habitat dan
mendukung kehidupan spesies tertentu.

Beberapa penelitian mengemukakan peran penting tanah yang telah
teradaptasi atau HFA terhadap tanaman dalam family Poaceae, terutama pada tahap
awal pertumbuhan tanaman. Penelitian Zhang et al. (2022) menemukan beberapa
benih Stipa breviflora (tanaman rumput-rumputan) memiliki ketahanan hidup benih
semai yang lebih tinggi ketika ditanam pada tanah aslinya (home soil) dibanding
bukan home soil. Andropogon gerardii yang ditumbuhkan dalam home soil dan
diinokulasi JMA yang telah beradaptasi lokal menghasilkan hifa ekstraradikal dan
menyimpan karbon lebih banyak dibanding ketika ditanam pada tanah bukan home
soil (Johnson et al., 2010). Penelitian oleh Wang et al. (2019) juga menemukan
tanaman jagung yang ditumbuhkan pada home soil mempunyai hifa mikoriza yang
lebih panjang.

Fungsi atau peran mikroorganisme tanah baik home soil maupun bukan
home soil dapat berubah karena adanya gangguan (Kandeler, 2007). Peneliti dapat
mempelajari kontribusi mikrobioma dan mengidentifikasi kandidat potensial yang
berperan dalam fungsi tertentu dengan membandingkan fungsi yang diperoleh dari
tanah dengan mikrobioma dalam kondisi normal dan yang terganggu (Ossowicki et

al., 2021).



Tebu merupakan salah satu komoditas penting karena terkait dengan
program pemerintah untuk swasembada gula. Berbagai penelitian telah dilakukan
guna peningkatan produktivitas tebu. Namun demikian, penelitian mengenai
fenomena HFA dalam tanaman tebu terkait efektivitas inokulasi JMA dan peran

komunitas bakteri di dalamnya belum diteliti.

1.2. Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah:

1. Menganalisis efektivitas inokulasi jamur mikoriza arbuskula terhadap
kolonisasi mikoriza dan pertumbuhan tanaman tebu dalam home-field
advantage.

2. Mengetahui komposisi komunitas bakteri endofit akar tebu yang berperan

dalam kolonisasi mikoriza dan pertumbuhan tanaman tebu.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Home-Field Advantage antara Tanah, Tanaman, dan Jamur Mikoriza
Arbuskula

Home-Field Advantage (HFA) merupakan istilah dalam dunia olahraga
yang diadaptasi menjadi sebuah teori dalam ekologi. HFA mengacu pada kondisi
atlet yang mampu bermain lebih baik ketika di “kandang” sendiri dibanding di
“kandang” asing karena lebih menguasai tempat (Fanin et al., 2021). Sebagian
besar peneliti ekologi menggunakan istilah HFA untuk menggambarkan peran
komunitas mikroorganisme tanah yang mampu mendekomposisi dengan lebih baik
materi organik tanaman yang berasal dari tanaman yang tumbuh di atas tanah
tersebut (Ayres et al., 2009; Fanin et al., 2021; Veen et al., 2015; Zhuang et al.,
2022), namun Raa et al. (2016) menggunakan HFA untuk menggambarkan adaptasi
lokal antara tanah, tanaman, dan mikoriza.

Tanah tempat tanaman maupun jamur mikoriza berasal menjadi penting
untuk memperkirakan efek inokulasi jamur mikoriza terhadap biomasa tanaman.
Inokulasi JMA pada tanah dan tanaman yang telah beradaptasi lokal (sympatric)
akan menghasilkan efek yang lebih besar dibanding ketika ketiga komponen masih
asing (allopatric). Apabila inokulasi JMA pada jamur dan tanah yang sympatric
namun tanaman allopatric menghasilkan efek yang tidak berbeda dibanding ketiga
komponen allopatric maka dapat dikatakan terjadi maladaptasi jamur terhadap

tanah. Hal tersebut mengacu pada prediksi adaptasi jamur terhadap tanaman



maupun tanah tidak dipengaruhi oleh asal jamur, namun secara signifikan

dipengaruhi oleh kompleksitas inokulum jamur (Rua et al., 2016).

2.2. Keragaman Mikrobioma Tanah dan Tanaman Tebu

Tanah sebagai media tumbuh bagi tanaman juga merupakan habitat bagi
jutaan mikroorganisme yang membentuk suatu komunitas yang dikenal sebagai
mikrobioma (Ray et al., 2020). Komposisi mikrobioma tanah sangat bervariasi
dalam taksonomi maupun gen fungsional karena dipengaruhi oleh tipe tanah,
taksonomi tanaman, kultivar, fase pertumbuhan tanaman, keberadaan simbiosis
mikoriza, serta pupuk yang diberikan (Bahram et al., 2020; Cesarano et al., 2017;
Gryndler et al., 2018; Hao et al., 2021; Lei et al., 2019; Schlemper et al., 2017).
Selain itu, mikroorganisme tanah juga merupakan sumber mikroorganisme bagi
tubuh tanaman (de Souza et al., 2016).

Lei et al. (2019) mengkaji perbedaan komunitas bakteri pada mikrobioma
rizosfer tanaman Artemisia argyi, Ageratum conyzoides, Erigeron annuus, Bidens
biternata, Euphorbia hirta dan Viola japonica yang hidup pada suatu kawasan yang
sama. Rizosfer keenam spesies tersebut ditemukan memiliki mikrobioma inti dan
komunitas ordo bakteri yang hampir sama, namun komposisi dan kelimpahan OTU
di dalamnya berbeda secara signifikan. Menurut Bakker et al. (2014), komunitas
mikroorganisme dari suatu mikrobioma akan mengalami perubahan pola interaksi
ketika mereka hidup pada lingkungan rizosfer tanaman yang berbeda.

Penelitian keragaman mikrobioma bagian-bagian tanaman tebu oleh de

Souza et al. (2016) memperoleh bahwa rizosfer, endofit akar, dan tajuk muda



mempunyai keragaman OTU tertinggi dibanding endofit maupun eksofit batang
dan daun. Berdasarkan penelitian tersebut, pada tingkat family,
Hyphomicrobiaceae, Cytophagaceae, dan Sianobacteraceae ditemukan lebih
melimpah di dalam endofit akar tebu, sementara Chthoniobacteraceae,
Hyphomicrobiaceae, atau Rhodospirillaceae melimpah di dalam rizosfer tebu.
Dong et al. (2018) dalam penelitiannya menemukan kelimpahan tertinggi
komunitas bakteri akar tebu pada tingkat genus diantaranya Saccharibacteria,
Ensifer, Streptomyces, Devosia, Lentzea, Pseudomonas, Acinetobacter,
Ohtaekwangia, Arthrobacter, Stenotrophomonas, Acidovorax, Bacillus, Gp6,
Streptophyta, Luteolibacter, Sphingomonas, Nocardioides, Bosea, dan Pelomonas.
Sementara itu, Proteobacteria, Actinobacteria, Candidatus, Saccharibacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, dan Acidobacteria mendominasi pada tingkat filum.
Menurut de Souza et al. (2016), bakteri maupun jamur dalam tanaman tebu tersebut
diperkirakan berasal dari tanah di area pertanaman karena 90% OTU yang
ditemukan dalam akar, daun, dan batang juga ditemukan dalam tanah non-rizosfer.

Berdasarkan penelitian Armanhi et al. (2018), beberapa anggota
komunitas bakteri tanaman tebu yang ditemukan dalam jumlah besar di dalam
organ tebu, dapat dikulturkan secara in vitro dan mampu tumbuh dalam jumlah
besar. Anggota komunitas bakteri tersebut yaitu anggota dari famili Rhizobiaceae,
Xanthomonadaceae, Burkholderiaceae, dan Enterobacteriaceae. Komunitas
bakteri tanaman tebu yang dapat dikulturkan secara in vitro mencakup 15,9%

mikrobioma inti rizosfer dan 61,6-65,3% mikrobioma inti endofit batang.



2.3. Keberadaan Mikoriza Arbuskular dalam Mikrobioma Rizosfer

Mikoriza merupakan bentuk simbiosis antara jamur tanah dengan akar
tanaman. Anggota dari simbiosis ini adalah kingdom jamur dan sebagian besar
tanaman vaskular (Harley & Smith., 1983 dalam Brundrett et al., 1996). Tipe
mikoriza yang paling banyak terjadi adalah endomikoriza vesikula arbuskula atau
lebih dikenal sebagai mikoriza arbuskula. Anggota jamur mikoriza arbuskula
adalah filum Glomeromycota. Simbiosis mikoriza arbuskula ditandai dengan
keberadaan arbuskula, coils, dan hifa di dalam akar terinfeksi. Selain itu, terdapat
tipe ektomikoriza dengan anggota jamur Basidiomycetes dan Ascomycetes (Frey-
Klett et al., 2007). Kedua belah pihak mempunyai peran dan mendapatkan
keuntungan dari simbiosis mikoriza. Hifa jamur mikoriza berperan membantu akar
dalam menyerap air dan unsur hara untuk tanaman, sementara tanaman
menyediakan tempat hidup dan karbon untuk jamur (Harley & Smith., 1983 dalam
Brundrett et al., 1996).

Beberapa genus mikoriza yang telah ditemukan berada di lahan tebu
diantaranya Glomus, Gigaspora, Acaulospora, dan Sclerocystis (Kumalawati et al.,
2014). Sementara itu, genus dan spesies jamur mikoriza arbuskula yang telah
digunakan untuk diaplikasikan pada tanaman tebu adalah Funneliformis mosseae
(Juntahum et al., 2020), Glomus sp., Funneliformis sp., Acaulaspora sp., Gigaspora
sp., dan Scutellospora sp. (Sulistiono et al., 2017).

Keberadaan mikoriza dalam suatu mikrobioma rizosfer diketahui mampu
mengubah kelimpahan relatif suatu OTU. Berdasarkan penelitian Bahram et al.

(2020), rizosfer tanaman dengan asosiasi mikoriza arbuskula mempunyai



keragaman mikrobioma yang berbeda dengan rizosfer tanaman dengan asosiasi
ektomikoriza. Sebagai contoh dalam penelitian Hao et al. (2021), keberadaan
mikoriza arbuskular mengubah struktur mikrobioma rizosfer tanaman jagung yang
tumbuh pada cekaman logam berat Lanthanum. Keberadaan mikoriza arbuskular
tersebut meningkatkan kelimpahan bakteri Planomicrobium, Lysobacter,
Saccharothrix, Agrococcus, Microbacterium, Streptomyces, dan jamur Penicillium
yang membantu tanaman tahan cekaman Lanthanum dan meningkatkan

pertumbuhan tanaman.

2.4. Gangguan dalam Ekosistem Tanah

Interaksi mikroorganisme dalam suatu sistem tanah yang kompleks
merupakan faktor penting kesuburan tanah dan kesehatan tanaman (Ossowicki et
al., 2021). Fungsi atau peran mikroorganisme tanah dapat berubah karena adanya
gangguan alami seperti kebakaran, erosi, banjir, tanah longsor, dan aktivitas hewan,
atau manajemen tanah seperti pemupukan, aplikasi pestisida, olah tanah, rotasi
tanaman, dan penambangan (Kandeler, 2007). Disturbance atau gangguan dalam
suatu ekosistem diartikan sebagai sebuah proses yang menyebabkan hilangnya
spesies atau taxa lain yang dominan secara kompetitif (Morris & Blackwood, 2007).

Ekosistem yang sangat terganggu, seperti lahan pertanian, biasanya
didominasi oleh bakteri, sementara jamur lebih mendominasi pada lingkungan
tanah dengan aerasi baik dan sedikit terganggu seperti padang rumput, lahan
pertanian dengan sedikit olah tanah, dan hutan. Suksesi suatu komunitas tanaman

juga menyebabkan perubahan siklus nutrisi karena terjadi perubahan kualitas dan



kuantitas materi organik dari tubuh tanaman yang masuk ke dalam tanah maupun
perubahan kebutuhan nutrisi tanaman dan mikroorganisme tanah (Horwath, 2007).
Mengembalikan kondisi tanah dengan sedikit gangguan akan meningkatkan jumlah
bakteri dan jamur serta aktivitas enzim dehydrogenase yang menjadi penanda

aktivitas biologi (Smith & Collins, 2007).
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Gambar 1. Contoh definisi kuantitatif resistansi dan resiliensi dalam ekologi
menurut Shade et al. (2012). yo menunjukkan nilai rerata parameter tertentu
komunitas mikroorganisme dengan variasi temporal diilustrasikan pada tingkat
kepercayaan 95%. to menunjukkan dimulai atau berakhirnya gangguan. Perubahan
parameter ditunjukkan dengan yo - y. setelah jeda waktu t. — to. y» merupakan nilai
parameter pada waktu tn.

Respons suatu ekosistem terhadap adanya gangguan yang dialaminya
dapat berupa resistant maupun resilient. Resistant terjadi apabila suatu ekosistem

tidak berubah banyak setelah terjadi gangguan, sementara resilient terjadi ketika
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suatu ekosistem berubah namun dapat kembali seperti kondisi sebelum terjadi
gangguan dalam jangka waktu tertentu (Morris & Blackwood, 2007). Resistansi
dan resiliensi dapat digambarkan dan dihitung secara kuantitatif seperti
digambarkan pada Gambar 1. Berdasarkan ilustrasi pada Gambar 1, parameter
tertentu dalam ekologi dikatakan telah kembali seperti semula (recovered) apabila
secara statistik nilainya tidak berbeda dengan kondisi sebelum adanya gangguan.
Namun demikian, parameter tersebut dapat pula berubah dalam kesetimbangan
baru yang dapat terjadi karena tekanan gangguan secara terus menerus. Oleh karena
itu, perbandingan ekosistem harus mempertimbangkan macam gangguan yang
terjadi. Resistansi dan resiliensi terhadap normalisasi rerata dan variansi nilai
parameter sebelum adanya gangguan harus mempertimbangkan durasi, intensitas,
dan frekuensi gangguan (Shade et al., 2012).

Resiliensi mikrobioma tanah dapat terjadi ketika gangguan terjadi dalam
jangka waktu pendek dan penyebab gangguan tidak mampu bertahan dalam
ekosistem baru, seperti aplikasi bahan organik dan anorganik dalam kajian
Lourenco et al. (2018). Penelitian tersebut menemukan bahwa aplikasi vinase dan
pupuk nitrogen pada lahan pertanaman tebu mengubah mikrobioma tanah. Namun
demikian, mikrobioma tanah kembali seperti semula setelah 31 hari.

Gangguan perubahan suhu terhadap mikrobioma tanah telah mendapat
perhatian para peneliti. Berdasarkan penelitian Dove et al. (2021), kebakaran hutan
mengubah keragaman alfa mikrobioma pada tanah rizosfer maupun non rizosfer
yang selanjutnya mengubah keragaman dan komposisi mikrobioma tanaman.

Penelitian lain oleh Nuland et al. (2020) menemukan bahwa pemanasan yang terjadi
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di bawah tanah dan kerusakan kanopi hutan beriklim transisi sedang-subarktik
menyebabkan perubahan struktur, komposisi, dan fungsi komunitas
mikroorganisme di tanah. Pemanasan mempengaruhi enzim tanah yang terlibat
dalam proses hidrolitik dan pembebasan oksidatif karbon dari bahan organik dan
dinding sel tumbuhan.

Penelitian untuk mendemontrasikan gangguan komunitas mikroorganisme
tanah biasanya dilakukan pada kondisi steril atau semi steril sehingga tercipta
kondisi tanpa keberadaan mikrobioma tanah secara utuh. Kondisi tersebut
menyebabkan hilangnya fungsi pemacu pertumbuhan dan perlindungan terhadap
patogen, meskipun sterilisasi dianggap sebagai cara kasar yang hanya
menghidupkan dan mematikan kondisi tanah (Ossowicki et al., 2021).

Sterilisasi tanah dalam sebuah penelitian memiliki berbagai macam
metode yang digunakan dan berbagai pengaruh terhadap hasil penelitian. Hu et al.
(2020) menulusuri 300 artikel ilmiah terkait mikoriza yang dipublikasikan selama
15 tahun. Beberapa metode yang ditemukan adalah autoklaf, pemanasan, iradiasi,
dan formaldehida. Penelusuran tersebut memperoleh bahwa sebesar 62,7 % peneliti
menggunakan metode autoklaf untuk mensterilkan tanah. Selain menghilangkan
atau mengubah komunitas mikroorganisme tanah, sterilisasi tanah juga dapat
mengubah kadar unsur hara dalam tanah (Hu et al., 2020) serta serapan unsur hara

(Miransari et al., 2009) dan logam berat pada tanaman (Yazici et al., 2021).
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2.5. Keragaman Komunitas Mikroorganisme

Salah satu aspek fundamental dalam kajian ekologi adalah keragaman
makhluk hidup di dalamnya. Berbagai metode telah dikembangkan untuk
menjabarkan keragaman suatu komunitas dan merekam efeknya terhadap kesehatan
dan fungsi suatu ekosistem (Willis, 2019). Keragaman komunitas biasanya
dianalisis sebagai keragaman alfa (a-diversity), keragaman beta (5-diversity), dan
keragaman gamma (y-diversity) (Sepkoski, 1988).

Keragaman alfa menggambarkan struktur keragaman komunitas dalam
suatu  habitat atau  intra-komunitas. = Keragaman alfa  mencakup
keseragaman/evenness (distribusi kelimpahan kelompok), kekayaan/richness
(jumlah kelompok taksonomi), atau keduanya (Thukral, 2017; Willis, 2019).
Kekayaan spesies (species richness) dihitung berdasarkan jumlah individu pada
setiap sampel atau area dan jumlah spesies di dalamnya. Semakin tinggi indeks
richness menggambarkan semakin banyak jumlah spesies di dalamnya. Sementara
itu, indeks evenness akan mempunyai nilai yang lebih tinggi apabila setiap spesies
mempunyai jumlah individu yang seimbang (Thukral, 2017).

Indeks Shannon (Shannon-Wiener Index) merupakan salah satu indeks
untuk menggambarkan kekayaan spesies. Indeks Shannon dikenalkan oleh C.E.
Shannon (Shannon, 1948) yang pada awalnya dikembangkan untuk sistem
komunikasi berdasarkan teori informasi yang pesannya dapat ditransmisikan
menggunakan kode biner. Menurut Nagendra (2002), indeks Shannon

direkomendasikan untuk manajemen lansekap berdasarkan kerangka ekologi
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karena sensitif pada kehadiran suatu spesies. Persamaan untuk menghitung indeks

Shannon adalah (Schloss, 2019):

Soba
n; n
Hs nnon — —ln—
o £« NN (1)
Ket: Sops = jumlah spesies (atau tingkatan taksonomi lain) yang diamati
ni = jumlah individu dalam spesies i
N = jumlah total individu dalam suatu komunitas

Beberapa indeks selain indeks Shannon yang dapat digunakan untuk
menggambarkan keragaman dalam suatu habitat diantaranya adalah Simpson index
of diversity, Biodiversity index, Margalef’s index, Odum’s index, Menhinick’s

indeks, Fisher’s, Berger-Parker Dominance index, dan Chao index (Thukral, 2017).

2.6. Glomalin Related Soil Protein

Menurut Wright & Upadhyaya (1996), glomalin merupakan suatu
senyawa glikoprotein yang disekresikan oleh mikoriza arbuskular dan berperan
dalam stabilisasi tanah. Namun demikian, penelitian terkini menyebut glomalin
sebagai glomalin related soil protein (GRSP) karena pada kenyataanya merupakan
campuran substansi yang juga mengandung protein, lipida, humat, senyawa
anorganik, serta senyawa-senyawa yang bukan berasal dari mikoriza (Gillespie et
al., 2011).

Terdapat dua macam glomalin yaitu easily extractable (EE-GRSP) dan
total (T-GRSP) yang dapat dibedakan berdasarkan metode ektraksinya. Metode
yang banyak digunakan untuk mengukur kadar glomalin tanah adalah ekstraksi
dalam larutan sodium sitrat dan diukur secara spektrofotometri menggunakan

perekasi Bradford dan standar protein albumin serum sapi (Bovine Serum
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Albumin/BSA) (Wright & Upadhyaya, 1996). Pengukuran kadar glomalin juga
dapat dilakukan menggunakan teknik Near-Infrared Spectroscopy (NIRS) yang
dinilai lebih cepat dan ramah lingkungan (Rotter et al., 2017; Zbiral et al., 2017).
GRSP di dalam tanah berfungsi mendukung pembentukan agregat makro
tanah (Chen et al., 2020; Yang et al., 2017), indikator deposisi karbon tanah
(Adame et al., 2012), indikator aktivitas biologi tanah (Gatazka et al., 2017), dan
juga disebut sebagai kantong penyimpanan nitrogen tanah (Meng et al., 2020).
Berdasarkan penelitian Meng et al. (2020), inokulasi mikoriza R. intraradices, D.
epigea, dan P. occultum secara signifikan meningkatkan kadar N akar (41,7-49,1%)
dan daun (8,1-13,6%), kadar N tanah (20-40%), kadar EE-GRSP (33-44%), dan
kadar T-GRSP (31-54%). T-GRSP dalam penelitian tersebut memiliki kadar N 0,16
mg/g dan EE-GRSP sebesar 0,10 mg/g sehingga T-GRSP diperhitungkan
menyumbang 18,1% sementara EE-GRSP menyumbang 15,6% total N tanah.
Menurut Rotter et al., (2017), T-GRSP dikombinasikan dengan T-GRSP/SOC
berpotensi untuk mengetahui perubahan kualitatif perubahan bahan organik tanah

yang berhubungan dengan peningkatan nitrogen reaktif.

2.7. Varietas Tebu AAS Agribun
Varietas tebu AAS Agribun yang dimiliki oleh Badan Penelitian dan
Pengembangan Pertanian merupakan hasil induksi mutasi Varietas Bululawang
(BL) menggunakan ethyl methan sulfonat. AAS Agribun dilepas pada tahun 2018
dengan SK Menteri Pertanian Nomor 62/Kpts/KB.010/2/2018. Beberapa sifat

Varietas BL yang diturunkan pada Varietas AAS Agribun adalah warna batang,
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lapisan lilin, tipe kemasakan, dan peka terhadap penggerek pucuk dan batang.
Perbaikan sifat Varietas BL terjadi pada kecepatan perkecambahan, produktivitas,

rendemen, dan hablur.

2.8. Hipotesis
1. Inokulasi jamur mikoriza arbuskula lebih efektif meningkatkan kolonisasi
mikoriza dan pertumbuhan tanaman tebu pada kondisi home-field advantage.
2. Komposisi komunitas bakteri tertentu mempengaruhi tingkat kolonisasi

mikoriza dan pertumbuhan tanaman tebu.
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METODE PENELITIAN

3.1. Bahan Penelitian

3.1.1. Tanah

Tanah yang digunakan untuk penanaman tebu adalah tanah Regosol yang
berasal dari Instalasi Penelitian dan Pengkajian Teknologi Pertanian (IP2TP)
Asembagus yang berada di Desa Banyuputih, Kecamatan Banyuputih, Kabupaten
Situbondo, Jawa Timur dengan posisi garis lintang 7°39-43 LS dan posisi garis
bujur 114°121 BT serta ketinggian 5,5 m dpl. Tanah diambil dari lahan dengan
riwayat penggunaan yang berbeda, yaitu tanah lahan pertanaman tebu (home)
monokultur yang telah ditanami tebu selama 4 tahun dengan pengolahan tanah
optimal dan lahan yang telah ditanami jarak pagar (Jatropha curcas) (away) selama
15 tahun dan pada saat pengambilan tanah banyak ditumbuhi rumput liar karena

telah beberapa bulan tanpa olah tanah (Gambar 2).

) AR ()
Gambar 2. Lokasi pngambilan @ taah tebu (home) dan (b)
tanah jarak pagar (away).

16
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Setengah dari masing-masing tanah home dan away disteril (disturbed)
dan setengahnya tidak disteril (normal). Sterilisasi bertujuan untuk mengganggu
habitat mikroorganisme dalam tanah tersebut. Sterilisasi dilakukan dengan autoklaf
selama 60 menit pada suhu 121°C sebanyak dua kali dalam dua hari berturut-turut.

Karakter kimia tanah yang digunakan seperti disajikan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Karakter kimia tanah home dan away sebelum dan setelah adanya
gangguan atau sterilisasi.
EE- T- N P KTK C
Kondisi tanah GRSP GRSP total tersedia org pH
mg/lg mglg % ppm  cmol+/kg %
Normal 0,03 088 0,10 44585 9,75 156 7,17
Disturbed 060 0,69 0,09 55,29 11,83 1,9 7,18
Normal 021 160 0,0 5131 12,86 2,00 7,28

Disturbed 0,75 1,35 0,09 60,98 1235 1,25 7,58

Home

Away

3.1.2. Inokulum jamur mikoriza arbuskula
Inokulum jamur mikoriza arbuskula (JMA) berupa spora jamur dan akar
yang terinfeksi mikoriza dengan medium pembawa zeolit. Perlakuan inokulasi

JMA berupa pemberian inokulan sebanyak 10 gram/tanaman dan tanpa inokulasi.

3.1.3.Benih tebu

Benih tebu varietas AAS Agribun diperoleh dari kebun benih IP2TP
Asembagus. Benih tebu berupa budset mata tunas diambil dari batang tebu. Budset
kemudian dipanaskan dengan metode Hot Water Treatment (HWT), yaitu dengan
merendamnya pada air bersuhu 52°C selama 30 menit untuk mensterilkan benih

dari penyakit terbawa benih.
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3.2. Rancangan Penelitian
Penanaman tebu dilakukan dalam rumah kaca di Balai Penelitian Tanaman
Pemanis dan Serat, Desa Kepuharjo, Kecamatan Karangploso, Kabupaten Malang,
Jawa Timur. Penelitian ini terdiri dari 4 kombinasi kondisi tanah yaitu home-
normal, home-disturbed, away-normal, dan away-disturbed. Setiap kondisi tanah
terdiri dari sepasang perlakuan inoculated dan uninoculated dengan masing-masing

3 ulangan. Tata letak tanaman berdasarkan prinsip Rancangan Acak Lengkap.

3.3. Cara kerja

3.4.1.Penanaman dan perawatan tanaman tebu

Polibag diisi dengan 5 kg tanah. Lima buah budset tebu ditanam pada
masing-masing polibag. Inokulum mikoriza ditanam di bawah benih tebu pada saat
tanam. Polibag berisi benih tebu ditutup menggunakan kantong plastik hitam untuk
mendukung perkecambahan benih selama dua minggu pertama. Tanaman
dijarangkan dengan menyisakan satu tanaman tiap polibag yang mempunyai
pertumbuhan paling baik setelah berumur 3 minggu. Pupuk sintetik yang diberikan
sebanyak sepertiga rekomendasi 200 kg N/ha, 100 kg P/ha, and 200 kg K/ha. Pupuk
nitrogen dalam bentuk ZA (20% N) diberikan sebanyak 833 mg/polibag, pupuk
fosfat diberikan dalam bentuk batuan fosfat (28% P20s) sebanyak 30 mg/polibag,
dan pupuk kalium dalam bentuk KCI (60% K) sebanyak 278 mg/polibag pada umur
satu minggu setelah tanam. Penyiraman tanaman dilakukan 2-3 kali per minggu

dengan jumlah yang sama untuk setiap polibag. Tanaman tebu disemprot dengan



19

akarisida Samite 135 EC (PT Tanindo Intertraco, Indonesia) pada umur 2 bulan

setelah tanam sebanyak 1 ml/1 L air untuk mengontrol serangan tungau.

3.4.2.Panen dan penanganan sampel tanaman dan tanah

Tanaman tebu dipanen pada umur 15 minggu setelah tanam. Akar dicuci
menggunakan air kran untuk menghilangan tanah yang menempel, selanjutnya
ditiriskan dan ditimbang berat basahnya. Sebagian akar dipisahkan untuk ekstraksi
DNA, pengukuran kolonisasi mikoriza, dan kapasitas tukar kation dengan disimpan
pada lemari pembeku (freezer) bersuhu -15°C hingga digunakan. Tajuk dan sisa
akar dikeringkan dalam oven bersuhu 70°C hingga beratnya konstan untuk

perhitungan berat kering tajuk dan akar.

3.4.3.Ekstraksi DNA

Akar yang digunakan sebagai sampel ekstraksi DNA merupakan akar
muda yang berwarna putih yang mengindikasikan pertumbuhan aktif. Sampel akar
yang diambil adalah kurang dari 5 cm dari ujung akar. Sterilisasi permukaan akar
untuk menghilangkan mikroorganisme pada permukaan akar dilakukan dengan
mencuci akar pada aquades steril, dicelupkan dalam 75% alkohol, 1% NaClO, dan
dicuci kembali menggunakan aquades steril (Dong et al., 2018). Setelah ditiriskan
dalam kertas saring steril, akar tebu digerus dalam nitrogen cair menggunakan
mortar hingga berbentuk serbuk. DNA akar diekstrak menggunakan FavorPrep™
Plant Genomic DNA Extraction Mini Kit (FAVORGEN Biotech Corp) dan

dilakukan berdasarkan metode yang tercantum pada produk. Kualitas DNA
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diverifikasi dengan elektroforesis pada 1% gel agarose (Joko et al., 2012) dalam 1x
TBE (Tris-borate-EDTA), dalam kondisi 100 V selama 30 menit. Kuantitas dan
kualitas DNA juga diukur secara spektrofotometri pada panjang gelombang 230,
260, dan 280 nm menggunakaan MN-913A Maestro NanoPro DNA RNA Protein

Quantification Spectrophotometer.

3.4.4. Analisis keragaman genetik komunitas bakteri endofit akar

Analisis keragaman komunitas bakteri endofit akar tebu dilakukan
berdasarkan gen Ribosomal Intergenic Spacer (RISA). Amplifikasi DNA untuk
RISA menggunakan primer universal S926F (5’-CTYAAAKGAATTGACGC-3”)
dan L189R (5’-TCATGAGATGYTTMARTTC-3’) (Yu & Mohn, 2001). Larutan
reaksi PCR berisi 1 pl ekstrak DNA (10 ng), 1 ul masing-masing primer, 12,5 ul
KOD One™ PCR Master Mix (Merck, Germany), dan Nuclease Free Water 9,5 pl
sehingga total volume 25 ul. Amplifikasi DNA menggunakan thermal cycler (Bio
Rad T100). Kondisi PCR terdiri dari predenaturasi pada suhu 94°C selama 2 menit,
diikuti oleh 35 siklus denaturasi pada suhu 98°C selama 10 menit, penempelan pada
suhu 47°C selama 30 detik, dan pemanjangan pada suhu 68 °C selama 1 menit.
Setelah 35 siklus, pemanjangan akhir selama 7 menit pada suhu 68°C. Hasil
amplifikasi dideteksi dengan elektroforesis pada 2,5% gel agarose (Vivantis, USA)
dalam 1x TBE (Tris-borate-EDTA) menggunakan pewarna GelRed® (Biotium)
selama 4 jam, 50V. Hasil elektroforesis divisualisasi menggunakan GelDoc

Wealtec KETA dan diamati pola pita DNA masing-masing sampel.
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3.4.5.Penghitungan kolonisasi mikoriza pada akar

Pengamatan kolonisasi mikoriza pada akar dilakukan dengan metode
pewarnaan akar. Pewarnaan akar dilakukan pada akar-akar muda yang telah
dipotong 1 cm dan dicuci dengan aquades hingga bersih dari sisa tanah (Hao et al.,
2021). Selanjutnya potongan akar direbus dalam larutan 10% KOH selama 10
menit pada suhu 90°C untuk membersihkan akar. Potongan akar dicuci dengan
aquades kemudian diputihkan dan diasamkan pada 1 N HCI. Pewarnaan akar
dilakukan dengan merebus potongan akar dalam 0,05% trypan blue dalam larutan
laktogliserol (asam laktat : gliserol : aquades = 1:1:1) selama 5 menit (Brundrett et
al., 1996). Potongan akar yang telah diwarnai disimpan dalam laktogliserol hingga
pengamatan dilakukan. Pengamatan adanya infeksi mikoriza dilakukan di bawah
mikroskop perbesaran 100x pada 100 potongan akar dari masing-masing sampel
berdasarkan metode slide + dalam Giovannetti & Mosse (1980). Kolonisasi
mikoriza pada akar ditandai dengan keberadaan hifa, vesikula, dan arbuskula.

Kolonisasi mikoriza dihitung berdasarkan rumus:

jumlah akar terinfeksi

x 1009
jumlah akar yang diamati % (2)

3.4.6.Pengukuran kadar glomalin related soil protein (GRSP) dan karakter
kimia tanah
Pengukuran kadar glomalin tanah yang mencakup EE-GRSP dan T-GRSP
dilakukan berdasarkan metode Wright & Upadhyaya (1996). EE-GRSP diperoleh
dengan mengekstrak satu gram tanah kering yang telah diayak. Tanah tersebut

disuspensikan dalam 20 mM sitrat sebanyak 8 ml, pH 7,0 dan diautoklaf pada suhu
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121°C selama 30 menit. Selanjutnya suspensi tanah disentrifugasi pada kecepatan
5000 rpm selama 15 menit untuk mendapatkan supernatannya. T-GRSP diperoleh
dengan pengulangan ekstraksi dari satu gram tanah kering yang telah diayak dalam
50 mM sitrat sebanyak 8 ml pH 8,0 diautoklaf pada suhu 121°C selama 60 menit.
Setiap selesai proses autoklaf, suspensi tanah disentrifugasi pada kecepatan 5000
rpm selama 15 menit, dan supernatan dikumpulkan. Siklus ekstraksi dilakukan
hingga tidak ada warna merah kecoklatan pada supernatan yang menandakan
keberadaan glomalin. Ekstrak dari setiap siklus tersebut dikumpulkan dan
dihomogenkan. Masing-masing ekstrak EE-GRSP dan T-GRSP disentrifugasi
dengan kecepatan 9000 rpm selama 5 menit untuk menghilangkan partikel tanah
yang tersisa dan dianalisis. Protein dalam supernatan dianalisis menggunakan
reagen Bio Rad Protein assay dengan standar serum albumin sapi (Gatazka et al.,
2017).

Pengujian kimia tanah lainnya dilakukan di Laboratorium Balai Penelitian
Aneka Kacang dan Umbi (Terakreditasi KAN). Parameter yang diuji meliputi
nitrogen total (Kjeldahl), P tersedia (P-Olsen/P20s), kapasitas tukar kation
(NHsOAc pH 7,0), dan C organik (Walkley & Black). pH tanah (H20) diukur
menggunakan elektroda gelas di Laboratorium Terpadu Balai Penelitian Tanaman

Pemanis dan Serat berdasarkan metode Balittanah (2009).

3.4.7.Pengukuran kapasitas tukar kation (KTK) akar
Akar dicuci hingga bersih dengan air mengalir. Akar dikeringkan pada

suhu 80°C hingga kering oven, dihaluskan, dan disaring dengan ukuran lubang
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saringan 0,7-1,0 mm. Sebanyak 200 mg serbuk akar dimasukkan dalam gelas piala
dan dibasahi menggunakan beberapa tetes akuades supaya pada tahap selanjutnya
akar tidak mengapung. Akar yang telah dibasahi ditambahkan 200 ml 0,01 N HCI
dan diaduk selama 5 menit. Selanjutnya suspensi disaring menggunakan kertas
saring Whatman No. 1 dan dibilas menggunakan akuades hingga bebas klorida
untuk menghilangkan asam, ditandai dengan air bilasan yang keluar dari kertas
saring mempunyai pH 7 (diuji kertas lakmus). Bagian bawah kertas saring dilubangi
dan serbuk akar dibilas dengan 200 ml 1 N KCI (pH 7,0) sehingga serbuk akar
tersuspensi dan tertampung dalam gelas piala. pH larutan suspensi akar dan KCI
diukur dan selanjutnya dititrasi menggunakan 0,01 N KOH hingga mencapai pH
7,0 kembali. KTK akar dihitung per 100 g berat kering akar dengan satuan meq

(mili equivalen) (Crooke, 1964). KTK akar dihitung berdasarkan rumus:

volume titran (KOH) (ml) x 0.01 N
BK akar (g)

x 100 3)

3.4.8. Amplicon sequencing gen 16S rRNA

DNA genom akar tebu dari perlakuan kondisi tanah home dibaca urutan
basanya dengan metode Next Generation Sequencing (NGS) oleh Novogene,
Singapura. Analisis komposisi komunitas bakteri dilakukan berdasarkan gen 16S
rRNA. Gen 16S rRNA bakteri diamplifikasi menggunakan primer 341F
(CCTAYGGGRBGCASCAG) and 806R (GGACTACNNGGGTATCTAAT) yang
menarget daerah VV3-V4. Produk PCR yang dipilih mempunyai panjang 400-450 bp

berdasarkan hasil elektroforesis gel agarose 2%. Setelah pemurnian produk PCR
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dan penyusunan library, dilakukan pembacaan urutan basa dengan platform

Illumina NovaSeq 6000 yang menghasilkan 250 bp paired-end reads.

3.4. Analisis Data

3.4.1. Analisis keragaman komunitas bakteri

Analisis keragaman alfa (a-diversity) yaitu indeks Shannon komunitas
bakteri dihitung berdasarkan pola pita DNA yang terbentuk dari hasil RISA. Setiap
satu pita yang terbentuk dianggap sebagai satu OTU (Operational Taxonomic Unit)
(Srivastava et al., 2016). Penghitungan dilakukan menggunakan R studio dengan
“vegan” package (Oksanen et al., 2022). Pengaruh inokulasi JMA dibanding tanpa
inokulasi dianalisis dengan uji t independen (independent t-test) pada perangkat
lunak R Studio dengan “ggpubr” package (Kassambara, 2020). Pola pita tersebut
juga dijadikan dasar pembuatan dendrogram menggunakan metode unweighted
pair group of arithmetic average (UPGMA) dalam perangkat lunak NTSyS PC

2.11a.

3.4.2. Analisis data agronomi dan kimia tanah

Analisis hasil pengamatan parameter BK tajuk, BK akar, tingkat kolonisasi
mikoriza, KTK akar, dan karakter kimia tanah dilakukan dengan uji t independen
(independent t-test) untuk mengetahui pengaruh perlakuan inokulasi JMA
dibanding tanpa inokulasi. Analisis dilakukan menggunakan perangkat lunak R

Studio dengan “ggpubr” package (Kassambara, 2020). Boxplot disusun
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menggunakan “ggplot2” (Wickham, 2016) dan “tidyverse” package (Wickham et

al., 2019).

3.4.3. Analisis metagenome komunitas bakteri

Hasil pembacaan urutan basa gen 16S rRNA dalam bentuk paired-end
reads selanjutnya dianalisis bioinformatika untuk menghasilkan informasi
mengenai keragaman komunitas bakteri. Setelah penghapusan sequence primer dan
barcode, paired-end reads digabungkan menggunakan FLASH V1.2.7 berdasarkan
hasil pembacaan yang tumpang-tindih dari arah yang berlawanan pada fragmen
DNA yang sama. Hasil penggabungan tersebut menghasilkan raw tags. Quality
filtering pada raw tags dilakukan menggunakan QIIME V1.7.0 untuk menghasilkan
high-quality clean tags. Tags dibandingkan dengan database referensi (Gold
Database) menggunakan algoritma UCHIME untuk mendeteksi keberadaan
chimera. Chimera dihilangkan untuk menghasilkan Effective Tags.

Pengelompokkan Operational Taxonomic Unit (OTU) didasarkan pada
kesamaan sequence >97% menggunakan perangkat lunak Uparse v7.0.1001.
Anotasi taksonomi dilakukan menggunakan database GreenGene berdasarkan
algoritma RDP classifier versi 2.2. Penjajaran urutan basa dilakukan secara multiple
menggunakan perangkat lunak MUSCLE versi 3.8.31 untuk mengetahui hubungan
OTU yang berbeda. OTU yang terdeteksi sebagai mitokondria dan kloroplas
dihilangkan. Penghitungan dan pembuatan histogram kelimpahan relatif

menggunakan perangkat lunak Microsoft Excel.



3.5. Alur Penelitian

Alur penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

Benih Tebu
¢ Jamur Mikoriza Arbuskula
KondisiTanah
| v Inoculated
Riwayat penggunaantanah Kondisi mikrobioma
. Tanah Tebu (home) . Normal <
. Tanah Non-Tebu {away) . Disturbed [~ Uninoculated
‘ Panenumur 13 MST ‘
Tanah | | Tajuk ‘ Akar
¥ P _-E__“‘--—-______
. = & - = —
GRSP, N total, P ‘ Berat Kering ‘ KolonisasiMikoriza Analisis komunitashakteri
tersedia, KTK, C Kapasitas Tukar Kation endofitakar
organik, pH
Berat Kering /\
n | Keragaman gen RIS ‘ ‘ Komposisi bakteri ‘

Independent t-test

hd
Interpretasi Data

Gambar 3. Alur penelitian dalam penelitian Efektivitas Inokulasi Jamur Mikoriza Arbuskula pada Home-Field Advantage Tanaman
Tebu



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Keragaman Komunitas Bakteri Endofit Akar Tebu
Mikroorganisme endofit akar menempati bagian dalam atau endosfer akar
mempunyai lingkungan yang lebih terlindungi, seragam, dan kaya nutrisi dibanding
lingkungan yang dekat dengan tanah (Liu et al., 2017). Berdasarkan penelitian de
Souza et al. (2016), bakteri endofit tebu diperkirakan berasal dari tanah di area
pertanaman karena kemiripan 90% OTU dalam kedua lingkungan tersebut sehingga

penelitian ini berfokus mengkaji keragaman dan komposisi bakteri endofit akar.

pvalue = 041G p-value =0727

35 p-value = 0.008 | ‘ |
I;

p-value =0.957
€ — ==
220- | | IMA
i lated

EJCI.': E |r||:-n:|_| =) ;’.‘ d
% — B3 uninoculate
=
©
IS 15-

10-

normal disturbed normal disturbed
home away

Kondisi Tanah

Gambar 4. Perubahan indeks Shannon komunitas bakteri endofit akar tebu AAS
Agribun umur 15 MST berdasarkan pola pita DNA yang terbentuk pada Ribosomal
Intergenic Spacer Analysis akibat perlakuan inokulasi jamur mikoriza arbuskula
pada tanah home dan away dalam kondisi normal maupun disturbed. p-value
berdasarkan independent t test, 2 tail, n = 3.

27
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Keragaman genetik komunitas bakteri endofit akar tebu digambarkan pada
pola pita DNA yang terbentuk dari hasil amplifikasi gen Ribosomal Intergenic
Spacer (RIS) seperti disajikan dalam Lampiran 1. Gambar 4 menunjukkan
keragaman alfa berdasarkan hasil RISA dan perubahannya akibat inokulasi JMA.
Semakin tinggi nilai indeks Shannon menunjukkan semakin tinggi keragaman DNA
gen RIS bakteri di dalamnya, sementara semakin rendah nilai p-value menunjukkan
semakin tinggi perubahan yang terjadi. Analisis pengelompokkan berdasarkan hasil
RISA ditunjukkan secara lengkap pada Lampiran 2 dan secara ringkas setiap
perlakuan pada Gambar 5.

home_normal_inoculated

home_normal_uninoculated

home_disturbed uninoculated

home_disturbed_inoculated

away_disturbed_inoculated

away_disturbed_uninoculated

away_normal_inoculated

away_normal_uninoculated

— T T T
0.67 074 0.82 0.29 0.97

Coefficient

Gambar 5. Analisis pengelompokkan (clustering analysis) berdasarkan persentase
kesamaan gen Ribosomal Intergenic Spacer (RIS) komunitas bakteri endofit akar
tebu AAS Agribun umur 15 MST pada tanah home dan away dengan kondisi
normal dan away serta inoculated dan uninoculated dengan JMA.

Berdasarkan analisis keragaman alfa, hampir tidak terjadi perubahan

keragaman alfa (p-value = 0,957) akibat inokulasi JMA pada tanah home-normal.
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Analisis pengelompokkan (clustering analysis) pada tanah home-normal juga
menunjukkan bahwa derajat kesamaan antara perlakuan yang diinokulasi JMA
(inoculated) dan tanpa inokulasi (uninoculated) mencapai 97%. Perubahan
keragaman yang lebih besar akibat inokulasi JMA terjadi pada tanah away-normal
dengan derajat kesamaan 81% dan p-value = 0,448. Hal tersebut menunjukkan
bahwa ketika mikoriza hadir dalam suatu lingkungan, komunitas bakteri lebih stabil
pada tanah dan tanaman yang sympatric atau home soil.

Tanah disturbed atau yang telah terganggu yang diinokulasi JMA pada
tanah home dan away mengelompok pada cabang yang sama dan memiliki derajat
kesamaan 81%. Hal tersebut menunjukkan bahwa gangguan dalam mikrobioma
tanah mengubah komunitas bakteri dengan membentuk komunitas bakteri endofit
akar yang relatif serupa dengan adanya inokulasi JMA. Perubahan keragaman alfa
pada tanah home-disturbed sangat signifikan (p-value = 0,008) sementara pada
tanah away-disturbed tidak signifikan (p-value = 0,727). Meskipun demikian,
perlakuan uninoculated dan inoculated pada tanah disturbed memiliki komunitas
bakteri dengan derajat kesamaan yang rendah dibanding tanah normal, baik pada
tanah home (70,8%) maupun away (78%).

Derajat kesamaan terendah diperoleh pada perlakuan tanah home dan away
yang dalam kondisi normal (67%). Hal ini menunjukkan besarnya perbedaan
komunitas bakteri pada kedua riwayat penggunaan tanah tersebut. Keragaman alfa
tanah away lebih tinggi dibanding tanah home. Hal tersebut diperkirakan karena
komunitas bakteri pada tanah home hanya dihuni oleh komunitas bakteri yang telah

sesuai dengan habitat endosfer tebu sehingga memiliki keragaman yang rendah.
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4.2. Kolonisasi Mikoriza pada Akar Tebu
Terbentuknya simbiosis antara jamur mikoriza dan akar tanaman ditandai
dengan keberadaan hifa, arbuskula, dan vesikula pada jaringan akar tanaman seperti
pada Gambar 6. Kolonisasi mikoriza pada akar tebu dalam penelitian ini sangat
dipengaruhi oleh perubahan komposisi mikrobioma tanah akibat adanya gangguan
(disturbance), baik pada tanah home maupun away (Gambar 7). Rata-rata
persentase kolonisasi mikoriza pada tanah normal berkisar 81,00-97,00%,

sementara pada tanah disturbed hanya 13,33-32,67%.

Gambar 6. (a, b) Akar yang terkolonisasi mikoriza dan (c) akar tanpa kolonisasi
mikoriza pada tanaman tebu AAS Agribun umur 15 MST. a: arbuskula, h: hifa, v:
vesikula, s: spora.

Pengaruh inokulasi JMA lebih nyata pada tanah home dibanding away.
Peningkatan kolonisasi mikoriza pada tanah home akibat inokulasi mempunyai
tingkat kepercayaan 97,8% (p-value = 0,022) pada tanah normal dan 89,5% (p-
value = 0,105) pada tanah disturbed. Sementara pada tanah away, tingkat

kepercayaan peningkatan kolonisasi hanya 44,7% (p-value = 0,553) dan 77,3% (p-
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value = 0,227). Hasil tersebut menunjukkan bahwa kolonisasi mikoriza dari JMA
yang allopatric dapat terjadi lebih optimal pada tanah dan tanaman yang bersifat
sympatric dan menandakan fenomena Home-Field Advantage (HFA) seperti yang

dikemukakan oleh Rua et al. (2016) dan Wang et al. (2019).
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Gambar 7. Persentase kolonisasi mikoriza pada akar tanaman tebu varietas AAS
Agribun umur 15 MST akibat perlakuan inokulasi JMA pada tanah home dan away
dalam kondisi normal maupun disturbed. p-value berdasarkan independent t test, 1
tail, n = 3.

Inokulasi JMA pada tanah normal menghasilkan kolonisasi mikoriza pada
akar tebu dengan kisaran 95,33-97,00%. Tanah normal masih dapat menghasilkan
kolonisasi mikoriza pada akar meskipun tanpa inokulasi karena terdapat mikoriza
indigenous tanah. Ditemukan sebanyak 12 spora/100 g tanah pada tanah home,
sementara pada tanah away terdapat lebih banyak spora JMA, yaitu sebanyak 23

spora/100 g tanah. Oleh karena itu pada perlakuan tanpa inokulasi, tanah away

menghasilkan kolonisasi mikoriza lebih tinggi dibanding tanah home.
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Inokulasi JMA hanya mampu menghasilkan kolonisasi sebesar 19,67-
32,67% pada tanah disturbed. Kolonisasi mikoriza yang lebih rendah pada tanah
yang disteril (disturbed) juga diperoleh pada penelitian terdahulu (Aggangan et al.,
2019; Hu et al., 2020; Oruru et al., 2018). Keragaman alfa yang lebih tinggi pada
tanah disturbed tidak menghasilkan efek yang positif terhadap kolonisasi mikoriza.

Tanah disturbed dan tanpa inokulasi masih mampu menghasilkan
kolonisasi mikoriza meskipun hanya 13,33-14,00% (Gambar 7). Hal tersebut
menandakan bahwa gangguan akibat sterilisasi autoklaf selama dua jam tidak
menghilangkan seluruh inokulum mikoriza indigenous tanah. Berdasarkan
penelitian Hu et al. (2020), sterilisasi tanah baik menggunakan panas (180°C)
maupun autoklaf (120°C, 0,1 MPa) ditemukan menurunkan secara siginifikan
viabilitas dan perkecambahan spora mikoriza yang ada di dalamnya. Rusaknya
struktur  komunitas mikroorganisme serta menurunnya viabilitas dan
perkecambahan spora diperkirakan menyebabkan tanah disturbed dan tanpa
inokulasi menghasilkan kolonisasi mikoriza paling rendah.

Penelitian Aggangan et al. (2019) juga menunjukkan bahwa besarnya
kolonisasi mikoriza tidak selalu berhubungan dengan pertumbuhan tanaman.
Menurut Battini et al. (2017), hubungan antara tanaman, mikoriza, dan bakteri

mikorizosfer sangat kompleks dan dapat memperoleh hasil yang berbeda.

4.3. Karakter Kimia Tanah
Karakter kimia tanah yang diuji dalam penelitian ini meliputi N total, P

tersedia, C organik, kapasitas tukar kation (KTK), pH, dan GRSP (Glomalin
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Related Soil Protein). Inokulasi JMA tidak berpengaruh signifikan terhadap
perubahan karakter kimia tanah, kecuali GRSP (Lampiran 3). Meskipun tidak
signifikan, kadar N total dan C organik pada tanah dengan perlakuan inokulasi JMA
menunjukkan nilai yang lebih kecil dibanding tanpa inokulasi. Perubahan kadar P
tersedia, KTK, dan pH tanah akibat inokulasi JMA mempunyai pengaruh berbeda
pada tanah normal dan disturbed.

Glomalin yang diukur dalam penelitian ini meliputi glomalin mudah
terekstrak (EE-GRSP) dan glomalin total (T-GRSP). Perubahan kadar GRSP akibat
inokulasi JMA pada berbagai perlakuan disajikan pada Gambar 8. Kadar EE-GRSP
maupun T-GRSP sebelum tanam tanah away lebih tinggi dibanding tanah home.
Kadar EE-GRSP awal pada tanah home-normal hanya 0,03 mg/g kemudian
meningkat menjadi rata-rata 0,19 mg/g setelah digunakan untuk penelitian,
sementara tanah away-normal mempunyai kadar awal EE-GRSP 0,21 mg/g dan
meningkat menjadi 0,79 mg/g (Tabel 1 dan Gambar 8a).

Kadar EE-GRSP yang lebih tinggi pada tanah tanpa dan sedikit
pengolahan juga diperoleh pada penelitian Galazka et al. (2017). Tanah away
berasal dari tanah pertanaman jarak pagar dengan sedikit olah tanah yang ditandai
dengan pertumbuhan rumput liar. Pengolahan tanah dapat menjadi penyebab
rusaknya jamur mikoriza di dalam tanah karena kadar glomalin berkaitan erat
dengan kolonisasi mikoriza (Chen et al., 2020; Yang et al., 2017). Hasil ini juga
diperkuat dengan data kolonisasi mikoriza pada perlakuan tanpa inokulasi
menunjukkan hasil lebih tinggi pada tanah pertanaman jarak pagar (tanah away)

(Gambar 7).
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Gambar 8. Kadar (a) EE-GRSP dan (b) T-GRSP tanah rizosfer tanaman tebu AAS
Agribun umur 15 MST akibat perlakuan inokulasi jamur mikoriza arbuskula pada
tanah home dan away dalam kondisi normal maupun disturbed. Diagram batang
menunjukkan nilai rata-rata + standar deviasi (n = 3). p-value berdasarkan
independent t test, 1 tail.
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Gangguan berupa sterilisasi menghasilkan kadar EE-GRSP yang lebih
tinggi dibanding tanah normal. Kadar EE-GRSP tanah awal sebelum penelitian
meningkat 20 kali lipat pada tanah home dan 2,6 kali lipat pada tanah away akibat
sterilisasi (Tabel 1). Suhu dan tekanan yang tinggi menyebabkan glomalin tanah
lebih tersedia pada tanah dengan perlakuan sterilisasi, meskipun tingkat kolonisasi
mikoriza lebih rendah (Gambar 7).

Inokulasi JMA meningkatkan kadar EE-GRSP pada seluruh perlakuan
(Gambar 8a). Peningkatan tertinggi kadar EE-GRSP akibat inokulasi JMA terjadi
pada perlakuan tanah away-normal (p-value = 0,06). Berbeda dengan penelitian
yang menemukan bahwa kadar glomalin dalam tanah berkorelasi positif dengan
kolonisasi mikoriza arbuskular (Chen et al., 2020; Yang et al., 2017), dalam
penelitian ini peningkatan kolonisasi mikoriza pada tanah home secara signifikan
tidak diikuti oleh kenaikan kadar EE-GRSP maupun T-GRSP yang signifikan.
Sebaliknya, tanah away-normal yang diinokulasi JMA mengalami kenaikan kadar
EE-GRSP dan T-GRSP secara signifikan meskipun tanpa kenaikan signifikan
dalam persentase kolonisasi mikoriza. Hal tersebut mungkin terjadi karena kadar
GRSP yang terukur termasuk diantaranya senyawa-senyawa yang bukan berasal
dari mikoriza seperti yang dikemukakan oleh Gillespie et al. (2011).

Inokulasi JMA juga meningkatkan kadar T-GRSP pada semua perlakuan.
Peningkatan kadar T-GRSP terbesar terjadi pada perlakuan tanah away-normal (p-
value = 0,018) yang diikuti oleh tanah home-normal (p-value = 0,104), tanah home-
disturbed (p-value = 0,217), dan tanah away-disturbed (p-value = 0,334).

Peningkatan kadar T-GRSP sebanyak 1,12-1,15 kali pada perlakuan yang
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diinokulasi mikoriza dibanding tanpa inokulasi juga terjadi pada penelitian Chen et
al. (2020).

Peningkatan berat biomasa tanaman akibat inokulasi mikoriza pada semua
perlakuan dapat dikaitkan dengan kadar GRSP yang lebih tinggi. Penelitian Chi et
al. (2018) menemukan bahwa aplikasi EE-GRSP pada tanaman jeruk mampu
meningkatkan pertumbuhan dan biomasa tanaman. Secara umum, EE-GRSP yang
diaplikasikan meningkatkan laju fotosintesis, potential air daun, laju transpirasi,
konsentrasi CO: interseluler, dan konduktansi stomata. Aplikasi EE-GRSP mampu
menurunkan suhu daun serta meningkatkan konsentrasi asam absisat, asam indol
asetat, dan metal jasmonat pada daun dalam kondisi cekaman kekeringan
dibandingkan tanpa aplikasi. Meng et al. (2020) juga berpendapat bahwa T-GRSP

menjadi indikator tingginya aktivitas mikoriza

4.4. Kapasitas Tukar Kation Akar

Kapasitas Tukar Kation (KTK) akar menggambarkan kemampuan akar
dalam menyerap nutrisi dari tanah (Mitsui & Ueda, 1963). Berdasarkan penelitian
Manzoor et al. (2022) dan Mahanta et al. (2018), kapasitas tukar kation (KTK) akar
berkorelasi positif dengan serapan N, P, dan K biomasa. Peningkatan serapan
nutrisi tersebut pada akhirnya meningkatkan berat kering biomasa tanaman serta
hasil panen pada kedua penelitian tersebut. N dan P merupakan unsur-unsur yang
paling banyak ditemukan dalam molekul biologi penyusun sel makhluk hidup

(Lodish et al., 2005).
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Nilai KTK akar tebu dalam penelitian ini seperti ditunjukkan pada Gambar
9. Peningkatan KTK akar akibat inokulasi JMA terjadi secara signifikan pada tanah
home (p-value = 0,019 dan 0,046), namun tidak signifikan pada tanah away (p-
value = 0,373 dan 0,232). Peningkatan KTK akar tersebut sejalan dengan

peningkatan tingkat kolonisasi mikoriza pada akar tebu.

p-value = 0.019 p-value = 0.046 p-value = 0.373 p-value = 0.232

KTK akar (meq/100 g BK akar)

disturbed disturbed

home away

Kondisi Tanah M inoculated M uninoculated

Gambar 9. Kapasitas Tukar Kation (KTK) akar tanaman tebu AAS Agribun pada
umur 15 MST akibat perlakuan inokulasi jamur mikoriza arbuskula pada tanah
home dan away dalam kondisi normal maupun disturbed. Diagram batang
menunjukkan nilai rata-rata + standar deviasi (n = 3). p-value berdasarkan
independent t test, 1 tail.

Peningkatan KTK akar pada tanaman yang diinokulasi mikoriza juga
ditemukan pada penelitian Mahanta et al. (2018) dan Adillah et al. (2022). Selain
kolonisasi mikoriza, KTK akar juga dipengaruhi diantaranya oleh salinitas (Adillah

etal., 2022), jenis tanah (Kusumawati et al., 2022), nutrisi dalam tanah (Srivastava
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and Srivastava, 1992), genetik atau kultivar, serta umur tanaman (Nabila et al.,

2015; Rajan & Anandhan, 2016).

4.5. Biomasa Tanaman Tebu

Efektivitas inokulasi JMA terhadap biomasa tebu disajikan pada Gambar
10. Berdasarkan nilai p-value, inokulasi JMA pada tanah home menghasilkan
perubahan biomasa yang lebih besar dibanding pada tanah away. Inokulasi JMA
pada tanah disturbed secara signifikan meningkatkan berat kering tajuk dan akar
dibanding tanpa inokulasi (p-value = 0,013 dan 0,055) pada tanah home dan tidak
signifikan pada tanah away (p-value = 0,566 dan 0,255). Berbeda halnya pada tanah
normal, perlakuan inokulasi jamur mikoriza menghasilkan efek yang berbeda.

Perlakuan inoculated menghasilkan berat kering tajuk yang lebih rendah
dibanding perlakuan uninoculated pada tanah normal, baik pada tanah home
maupun away (Gambar 10a). Hasil tersebut mengindikasikan adanya efek negatif
pada tajuk tanaman akibat keberadaan mikoriza. Garrido et al. (2010) berpendapat
bahwa pada tingkat kolonisasi yang tinggi, mikoriza dapat mempunyai efek parasit
karena adanya kompetisi nutrisi (seperti nitrogen dan karbon) antara koloni
mikoriza dan tanaman yang kemudian menginduksi kerusakan daun. Menurut
Johnson, Graham and Smith (1997), simbiosis mikoriza dapat menjadi bersifat
parasit apabila cost yang dibutuhkan lebih besar dibanding manfaat yang diperoleh.
Hal tersebut terjadi dalam penelitian ini pada tingkat kolonisasi mikoriza yang

tinggi, yaitu lebih dari 95%.
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Gambar 10. Biomasa tanaman tebu ((a) tajuk, (b) akar) AAS Agribun pada umur
15 MST akibat perlakuan inokulasi jamur mikoriza arbuskula pada tanah home dan
away dalam kondisi normal maupun disturbed. Diagram batang menunjukkan nilai
rata-rata + standar deviasi (n = 3). p-value berdasarkan independent t test, 2 tail.

Sejalan dengan pendapat Garrido et al. (2010) dan hasil penelitian ini,

penelitian Wang et al. (2018) menemukan bahwa aplikasi benomyl mengurangi
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tingkat kolonisasi mikoriza yang pada akhirnya meningkatkan berat biji jagung
yang ditanam pada tanah defisiensi nitrogen. Hal serupa juga terjadi pada
simbiosisektomikoriza. Panjang daun dan berat kering tajuk Eucalyptus tetrodonta
ditemukan meningkat dengan perlakuan fumigasi metil bromida dan pemutusan
hifa, yang secara signifikan menurunkan tingkat kolonisasi mikoriza. Namun
demikian, kedua perlakuan tersebut tidak mempengaruhi berat kering akar (Janos
etal., 2013).

Inokulasi JMA meningkatkan BK akar pada seluruh perlakuan.
Peningkatan BK akar pada tanah home (p-value = 0,177 dan 0,055) lebih tinggi
dibanding tanah away (p-value = 0,982 dan 0,255). Peningkatan berat kering akar
akibat inokulasi JMA juga diperoleh pada tanaman rumput-rumputan Andropogon
gerardi pada penelitian Gryndler et al. (2018). Berdasarkan penelitian Galindo-
castafieda et al. (2019) pada tanaman jagung hibrida, kolonisasi mikoriza
menyebabkan aerenchyma lacunae melebar dan memperbesar diameter akar.
Inokulasi JMA juga ditemukan meningkatkan total panjang akar pada tanaman
jeruk (Meng et al., 2020).

Berdasarkan data perubahan karakter kimia tanah dan KTK akar akibat
inokulasi JMA dan kolonisasi mikoriza, peningkatan berat biomasa tanaman terjadi
seiring dengan peningkatan KTK akar. Peningkatan kolonisasi mikoriza dan KTK
akar serta perubahan berat kering biomasa terjadi lebih besar pada tanah home
dibanding away. Hal tersebut menunjukkan adanya potensi adaptasi lokal tanaman

terhadap tanah (Rua et al., 2016) dan terjadi fenomena home-field advantage.
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4.6. Komposisi dan Peran Komunitas Bakteri Endofit Akar Tebu dalam
Kolonisasi Mikoriza dan Pertumbuhan Tanaman
Analisis urutan basa gen 16S rRNA hanya dilakukan pada perlakuan tanah
home karena telah dianggap mewakili peran komposisi komunitas bakteri terhadap
kolonisasi mikoriza maupun pertumbuhan tanaman tebu. Perubahan tingkat
kolonisasi mikoriza akibat inokulasi JMA jauh lebih besar pada tanah home
dibanding away. Berdasarkan analisis metagenome pada keempat sampel,

diperoleh 135.266 tag yang terbagi dalam 1.010 OTU bakteri.

Others

— - ]
B Acidobacteriota
0,75 H Chloroflexi
- Myxococcota
M Bacteroidota
0,5
Firmicutes
 Actinobacteriota

Kelimpahan Relatif

0,25 B Proteobacteria

inoculated uninoculated inoculated uninoculated

normal disturbed

Kondisi Tanah

Gambar 11. Kelimpahan relatif tingkat filum komunitas bakteri endofit akar tebu
AAS Agribun umur 15 MST berdasarkan analisis urutan basa gen 16S rRNA. Tebu
ditanam pada tanah home dengan kondisi normal dan disturbed yang inoculated
dan uninoculated dengan JMA.

Kelimpahan relatif tingkat filum komunitas bakteri endofit akar tebu yang
ditanam pada tanah home disajikan dalam Gambar 11. Berdasarkan hasil analisis

urutan basa gen 16S rRNA, komunitas bakteri endofit akar tebu filum
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Proteobacteria, Actinobacteriota, Firmicutes, dan Bacteroidota mendominasi lebih
dari 95% kelimpahan relatif. Genus dengan kelimpahan relatif yang mendominasi
pada filum-filum tersebut disajikan dalam Lampiran 4. Endosfer akar tebu dalam
penelitian ini juga dihuni oleh filum Myxococcota, Chloroflexi, Acidobacteriota,
Verrucomicrobiota, dan beberapa filum lain dengan kelimpahan relatif yang sangat
kecil.

Filum Actinobacteriota mendominasi 63,9% dan 68,6% komunitas bakteri
endofit akar tebu pada tanah home-normal berturut-turut pada perlakuan inokulasi
dan tanpa inokulasi JMA. Kelimpahan Actinobacteriota tersebut jauh lebih besar
dibanding pada perlakuan tanah disturbed yaitu 10,7% pada perlakuan inokulasi
dan 22,9% pada perlakuan tanpa inokulasi. Berbanding terbalik dengan filum
Proteobacteria yang mendominasi pada perlakuan tanah disturbed dengan
kelimpahan relatif 56,2% dan 52,7% sementara pada tanah normal hanya 27,5%
dan 27,9%.

Filum Firmicutes dan Bacteroidota jauh lebih banyak ditemukan pada
tanah disturbed. Firmicutes bahkan mempunyai kelimpahan relatif terbesar kedua
setelah Proteobacteria, yaitu 22,7% pada perlakuan inokulasi. Pada tanah normal,
Firmicutes juga ditemukan lebih besar pada perlakuan inokulasi dibanding tanpa
inokulasi. Kelimpahan relatif filum Bacteroidota pada tanah disturbed berkisar 6,4-
7,17%.

Kelimpahan relatif filum Proteobacteria dan Firmicutes yang lebih tinggi
pada tanah yang disteril (disturbed) juga diperoleh pada penelitian Li et al. (2019).

Firmicutes, Proteobacteria, dan Bacteroidota dapat pula ditemukan pada proses
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pengomposan yang terjadi pada kondisi suhu tinggi (Gavande et al., 2021; Moreno
et al., 2021). Menurut Filippidou et al. (2016), Firmicutes merupakan filum yang

mampu bertahan pada kondisi ekstrim karena kemampuannya dalam membentuk

endospora.
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Gambar 12. Kelimpahan relatif tingkat genus komunitas bakteri endofit akar tebu
AAS Agribun umur 15 MST berdasarkan analisis urutan basa gen 16S rRNA. Tebu
ditanam pada tanah home dengan kondisi normal dan disturbed yang inoculated
dan uninoculated dengan JMA.

Perubahan komposisi dan kelimpahan relatif pada tingkat genus komunitas
bakteri endofit akar tebu akibat gangguan sterilisasi tanah terjadi secara signifikan
(Gambar 12). Tanah normal didominasi oleh genus Lechevalieria, kemudian diikuti
oleh Promicromonospora, Ensifer, dan Actinophytocola. Genus-genus lain dengan
kelimpahan relatif cukup besar antara 0,26-3,90% diantaranya adalah

Amycolatopsis, Pseudonocardia, kelompok  Rhizobium, Actinomadura,
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Streptomyces, Glycomyces, Kibdelosporangium, Luteimonas, Steroidobacter,
Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Actinoplanes, Ralstonia, dan Pseudomonas.
Sementara itu, komunitas bakteri endofit akar tebu pada tanah home-disturbed
didominasi oleh Lysobacter, kelompok Rhizobium, dan Lactobacillus. Tanah
disturbed dan diinokulasi JMA mempunyai kelimpahan relatif genus Ensifer,
Chitinophaga, Mycoplasma, Ralstonia, dan Pseudomonas yang lebih tinggi
dibanding tanpa inokulasi. Sebaliknya, genus Lechevalieria, Streptomyces,
Glycomyces, dan Steroidobacter lebih tinggi kelimpahan relatifnya pada perlakuan
tanpa inokulasi.

Perubahan komposisi komunitas bakteri yang dideteksi pada endosfer akar
telah sangat berpengaruh pada tingkat kolonisasi mikoriza pada akar tebu. Beberapa
genus bakteri telah diketahui berperan membantu pembentukan simbiosis mikoriza
(Mychorrization helper bacteria) maupun membantu fungsi simbiosis mikoriza
yang telah ada (Mychorriza helper bacteria), keduanya disingkat sebagai MHB
(Sangwan & Prasanna, 2022). Meskipun peran sebagian genus telah diketahui,
namun menurut de Souza et al. (2016) peran sebagian besar keragaman bakteri yang
teridentifikasi pada kajian mikrobioma tanaman tebu belum dieksplorasi.

Berdasarkan studi literatur, genus-genus dengan kelimpahan relatif tinggi
dalam penelitian ini dapat dikelompokkan menjadi 1) mendukung pembentukan
kolonisasi mikoriza dan sebagai PGPR (Plant Growth Promoting Rizhobacteria),
2) PGPR membantu peran mikoriza, 3) bakteri endofit akar yang bersifat netral

terhadap mikoriza, dan 4) menghambat proses kolonisasi mikoriza.
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4.6.1. Mendukung pembentukan kolonisasi mikoriza dan sebagai PGPR

Actinobacteriota merupakan filum yang mendominasi pada perlakuan
tanah normal yang menghasilkan kolonisasi mikoriza lebih tinggi dibanding tanah
disturbed. Banyak genus dari Actinobacteriota yang mampu berperan membantu
pembentukan mikoriza maupun berasosiasi sebagai pemacu pertumbuhan tanaman
bermikoriza. Berdasarkan penelitian Long et al. (2008) dan Agnolucci et al. (2015),
Actinobacteriota merupakan filum yang mendominasi komunitas bakteri yang
berasosiasi dan ditemukan pada semua permukaan spora mikoriza diteliti. Beberapa
genus yang ditemukan dalam kedua penelitian tersebut yaitu Streptomyces,
Amycolatopsis, Pseudonocardia, Arthrobacter, Propionibacterium.

Streptomyces merupakan genus dari filum Actinobacteriota yang paling
banyak ditemukan berperan positif pada kolonisasi mikoriza. Inokulasi JMA
bersama dengan Streptomyces menghasilkan pembentukan mikoriza, panjang akar
terkolonisasi dan perkecambahan spora yang lebih tinggi, serta mendukung
pertumbuhan miselium dibanding inokulasi JMA saja (Battini et al., 2017; Chaiya
et al., 2021; Franco-Correa et al., 2010; Raveau et al., 2020). Menurut Battini et
al., (2017), Streptomyces berperan memfasilitasi penyerapan P oleh hifa mikoriza
dari tanah yang tidak terdapat akar tanaman sehingga menghasilkan pertumbuhan
tanaman yang lebih baik. Mekanisme lain ditemukan dari strain Streptomyces
dalam penelitian Chaiya et al. (2021) yang diisolasi dari spora JMA mampu
menghasilkan endoglucanase (salah satu enzim selulase). Berdasarkan penelitian
Gryndler et al. (2002), selulosa yang diinkubasi dalam tanah dalam waktu lama

meningkatkan jumlah spora mikoriza. Bakteri penghasil enzim selulase
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mendegradasi material tanaman sehingga menyediakan nutrisi  bagi
mikroorganisme di sekitarnya.

Promicromonospora dan Actinoplanes ditemukan berkorelasi positif
dengan pembentukan mikoriza dan berat kering tanaman Salvia sclarea (Raveau et
al., 2020). Genus Promicromonospora dan Actinoplanes juga dikenal sebagai
rizobakteri pemacu pertumbuhan tanaman (PGPR) (Kang et al., 2012; Raveau et
al., 2020). Promicromonospora mampu menghasilkan hormon giberelin dan
berpotensi sebagai pelarut fosfat serta mampu meningkatkan pertumbuhan tanaman
tomat (Kang et al., 2012).

Beberapa strain spesies Actinomadura keratinilytica mempunyai
kemampuan selulolitik dan amilolitik (Setyaningsih et al., 2019; Syafitri et al.,
2019), sementara A. oligospora mempunyai kemampuan melarutkan fosfat (Putri
etal., 2018).

Proteobacteria merupakan filum yang mendominasi pada tanah disturbed
dengan tingkat kolonisasi mikoriza lebih rendah dibanding tanah normal. Namun
demikian, banyak genus anggota filum Proteobacteria yang membantu mikoriza
dan mempunyai kelimpahan relatif lebih tinggi pada tanah normal. Seperti halnya
dalam penelitian ini, penelitian Wang et al. (2021) juga menemukan genus Ensifer
atau Sinorhizobium mempunyai kelimpahan lebih tinggi pada tanaman
terkolonisasi mikoriza dibanding tanpa kolonisasi. Ensifer banyak dimanfaatkan
sebagai PGPR karena kemampuannya menghasilkan indol asam asetat (IAA),
mineralisasi fitat, dan pelarutan fosfat (Battini et al., 2016). Penelitian Velasquez et

al. (2020) menemukan bahwa aplikasi jamur mikoriza Funneliformis mosseae
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IN101 bersama dengan E. meliloti TSA41 menghasilkan kolonisasi mikoriza lebih
tinggi dibanding inokulasi tunggal F. mosseae IN101 pada tanaman anggur. Battini
et al., (2017) juga mengungkap bahwa penambahan E. meliloti TSA41
meningkatkan panjang akar yang terkolonisasi dan kepadatan panjang hifa secara
signifikan dibanding hanya inokulasi JMA.

Genus-genus bakteri tersebut di atas memiliki kelimpahan relatif lebih
tinggi pada tanah normal yang terkolonisasi mikoriza lebih tinggi dibanding tanah
disturbed. Namun demikian, beberapa genus yang ditemukan dengan kelimpahan
relatif lebih tinggi pada tanah disturbed juga berperan dalam pembentukan mikoriza
yaitu Pseudomonas, Ralstonia, Lysobacter dan Rhizobium.

Pseudomonas dikenal sebagai bakteri pelarut fosfat. P dalam bentuk
tersedia selanjutnya dapat diserap oleh hifa mikoriza. Keberadaan beberapa strain
Pseudomonas spp. bersama komunitas mikroorganisme asli juga mampu
meningkatkan kolonisasi mikoriza Rhizophagus irregularis pada akar kentang
(Ordofiez et al., 2016).

Salah satu anggota genus Lysobacter yaitu L. soli ditemukan berasosiasi
dengan spora jamur mikoriza arbuskula Glomus mosseae. L. soli tersebut mampu
menghasilkan IAA, hidroksamat, dan siderofor serta meningkatkan pertumbuhan
kecambah kacang hijau (Lasudee et al., 2017). Roesti et al. (2005) menemukan
Lysobacter, Pseudomonas, Cellvibrio, dan Chondromyces pada spora G.
geosporum dan G. constrictum. Bakteri-bakteri pendegradasi biopolimer tersebut
diperkirakan memperoleh makanan dari bagian terluar lapisan spora yang

menyebabkan lapisan spora terkelupas sehingga proses pematangan dan
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perkecambahan spora menjadi lebih mudah. Lysobacter juga dikenal sebagai
penghasil berbagai produk bioaktif terutama peptida kompleks dan turunan asam
amino yang mempunyai potensi sebagai antibiotik (Xie et al., 2012) sehingga
berbagai spesies Lysobacter disebut sebagai kandidat kontrol biologi pada
pengendalian penyakit tanaman dan nematoda (Hayward et al., 2010).

Penelitian Bidondo et al. (2016) menemukan bahwa Rhizobium etli,
Bacillus megatrium, Bacillus sp. bersama dengan Azospirillum sp., dan
Paenibacillus rhizosphaerae secara signifikan meningkatkan perkecambahan dan
pembentukan miselium dari propagul mikoriza Rhizophagus intraradices. R. etli
juga meningkatkan persentase kolonisasi, jumlah spora yang terbentuk, dan panjang
miselium ekstraradikal.

Ralstonia, terutama R. solanacearum dikenal sebagai bakteri patogen pada
genus tanaman Solanum dan memanfaatkan mikoriza vesikular arbuskular sebagai
pengendali alaminya (Aguk et al., 2018; Li et al., 2021). Namun demikian, hasil
penelitian Kataoka & Futai (2009) menemukan bahwa salah satu spesies Ralstonia
mampu meningkatkan pertumbuhan hifa dan pembentukan ektomikoriza Suillus

granulatus pada tanaman Pinus thunbergii.

4.6.2. PGPR membantu peran mikoriza

Beberapa genus diketahui tidak meningkatkan kolonisasi mikoriza namun
kelimpahannya meningkat pada tanaman bermikoriza. Genus-genus bakteri
tersebut diantaranya dikenal sebagai rizobakteri pemacu pertumbuhan tanaman

(Plant Growth Promoting Rhizobacteri/PGPR). PGPR menyediakan nutrisi baik
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untuk tanaman maupun jamur mikoriza sehingga aplikasi PGPR bersama JMA
mampu meningkatkan pertumbuhan tanaman dibandingkan inokulasi tunggal.
Beberapa genus bakteri yang kelimpahannya meningkat seiring dengan adanya
kolonisasi mikoriza namun belum diketahui perannya, setidaknya menandakan
bahwa bakteri tersebut tidak bersifat antagonis terhadap mikoriza. Amycolatopsis,
Pseudonocardia,  Bradyrhizobium, = Mesorhizobium,  Nonomuraea, dan
Kibdelosporangium dalam penelitian ini ditemukan lebih melimpah pada tanah
normal. Sementara itu, Steroidobacter lebih melimpah pada perlakuan tanah
disturbed dan Glycomyces ditemukan dengan kelimpahan yang hampir sama pada
perlakuan tanah normal dan disturbed tanpa inokulasi.

Berdasarkan penelitian Chaiya et al. (2021), inokulasi Amycolaptosis
bersama dengan jamur mikoriza tidak meningkatkan kolonisasi mikoriza bahkan
menurunkan jumlah spora mikoriza. Namun demikian, inokulasi keduanya mampu
meningkatkan pertumbuhan dan biomasa tanaman dibandingkan inokulasi tunggal.
Amycolaptosis mampu menghasilkan IAA, siderofor, dan endoglucanase.

Steroidobacter, Pseudonocardia, Nitratireductor, dan tiga anggota
Phylobacteriaceae bersama dengan JMA Rhizophagus ditemukan menjadi
mikrobioma inti tanaman Welwitschia mirabilis dan diperkirakan bersinergi untuk
mendukung kehidupan tanaman tersebut (Valverde et al., 2016). Meskipun
demikian, Steroidobacter dan Lysobacter ditemukan pula berasosiasi pada dua
spesies Marchantia yaitu M. paleacea yang bersimbiosis mikoriza dan M.

polymorpha yang tidak bersimbiosis mikoriza (Alcaraz et al., 2018).
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Peran sebagai PGPR yang meningkatkan pertumbuhan tanaman
diantaranya juga dilakukan oleh genus Mesorhizobium, Bradyrhizobium,
Nonomuraea, dan Kibdelosporangium. Berdasarkan penelitian de Souza et al.
(2016), ordo Rhizobiales ditemukan dalam jumlah besar dengan kelimpahan relatif
lebih kurang 10% dalam endofit akar tebu. Anggota ordo Rhizobiales dengan
kelimpahan relatif yang cukup besar dalam penelitian ini diantaranya
Bradyrhizobium dan Mesorhizobium. Kedua genus tersebut dikenal sebagai bakteri
penambat nitrogen dan pemacu pertumbuhan tanaman (Laranjo et al., 2014).
Nonomuraea endophytica dan Kibdelosporangium aridum diketahui mampu
menghasilkan ACC deaminase sehingga meningkatkan BK bibit, panjang akar, dan
luas daun pada bibit jarak pagar (Qin et al., 2015). Penelitian Cao et al. (2018)
menemukan kelimpahan relatif Glycomyces dan Nonomuraea dalam tanah
kompartemen tanaman jagung untuk degradasi oxytetracycline meningkat dengan

inokulasi mikoriza dibandingkan tanpa inokulasi.

4.6.3. Bakteri endofit akar yang bersifat netral terhadap mikoriza

Beberapa genus dengan kelimpahan cukup tinggi diperkirakan bersifat
netral atau belum diketahui sifatnya terhadap mikoriza yaitu Lechevalieria,
Actinophytocola, dan Luteimonas. Lechevalieria mendominasi lebih dari 24%
komunitas bakteri endofit tebu pada perlakuan tanah normal, namun peran genus
tersebut belum banyak diteliti. Berdasarkan penelitian Wang et al. (2020),
Lechevalieria merupakan genus yang banyak menghuni daerah endofit akar dan

rizosfer tanaman kucai (Allium tuberosum). Actinophytocola merupakan genus
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yang mempunyai aktivitas antimikroba dengan kategori moderat hingga kuat
(Chaouch et al., 2018; Zin et al., 2019). Hasil penelitian Gu et al. (2020)
menyebutkan bahwa Luteimonas berkorelasi negatif dengan pertumbuhan tanaman
tomat dan disebut sebagai taksa kunci yang menentukan pertumbuhan tanaman.
Luteimonas juga berperan sebagai denitrifier yang mereduksi NO2™ menjadi N.O
yang biasa ditemukan dalam proses pengomposan (Zhong et al., 2020) sehingga
Luteimonas ditemukan cukup melimpah diperkirakan karena terjadi proses

pengomposan daun tebu yang jatuh ke tanah.

4.6.4. Menghambat proses kolonisasi mikoriza

Beberapa genus dengan kelimpahan relatif lebih tinggi pada tanah
disturbed dalam penelitian ini yaitu Lactobacillus, Nocardioides, Chitinophaga dan
Mycoplasma. Keempat genus tersebut juga ditemukan memiliki kelimpahan lebih
tinggi pada tanaman tanpa mikoriza dalam beberapa literatur. Lactobacillus,
Nocardioides, dan Chitinophagaceae ditemukan dengan kelimpahan relatif yang
secara signifikan lebih tinggi pada tanah supresif mikoriza (AMF-suppresive)
dibanding kondusif mikoriza (AMF-conducive) dalam penelitian Svenningsen et al.
(2018). Chitinophaga yang merupakan anggota family Chitinophagaceae
merupakan salah satu genus endofit akar tebu dengan kelimpahan yang cukup tinggi
(de Souza et al., 2016). Endobakteri terkait Mycoplasma (Mycoplasma related-
endobacteria) diperkirakan bersifat antagonis terhadap mikoriza berdasarkan teori

evolusi (Toomer et al., 2015).
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Filum Firmicutes yang didominasi oleh Lactobacillus dan Mycoplasma
serta filum Bacteroidota yang didominasi oleh Chitinophaga mempunyai
kelimpahan relatif jauh lebih besar pada tanah disturbed dibandingkan tanah
normal. Oleh karena itu, pada tingkat filum, dominasi Firmicutes dan Bacteroidota
yang mencapai 23,04% hingga 29,87% pada tanah disturbed menghasilkan
kolonisasi mikoriza yang secara siginifikan lebih rendah dibanding tanah normal.

Peningkatan biomasa tanaman yang diinokulasi JMA juga dapat
disebabkan oleh peningkatan kelimpahan relatif bakteri-bakteri yang berperan
sebagai PGPR. Peningkatan biomasa terjadi lebih besar pada tanah disturbed
dibanding tanah normal. Inokulasi JMA pada tanah normal hanya meningkatkan
kelimpahan relatif Streptomyces, sementara itu pada tanah disturbed, peningkatan
kelimpahan relatif PGPR terjadi pada Ensifer, Lysobacter, dan kelompok
Rhizobium (Allorhizobium, Neorhizobium, Pararhizobium, Rhizobium). Peran
sebagai PGPR tersebut diantaranya memfasilitasi penyerapan P (Battini et al.,
2017), menghasilkan indol asam asetat (IAA), mineralisasi fitat, pelarutan fosfat
(Battini et al., 2016), menghasilkan hidroksamat, siderofor (Lasudee et al., 2017),

dan menambat nitrogen (Guerra et al., 2021).
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BAB V

KESIMPULAN DAN REKOMENDASI

5.1. Kesimpulan
Beberapa kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini adalah:

Inokulasi jamur mikoriza arbuskula pada tanah dengan home-field advantage
lebih efektif meningkatkan kolonisasi mikoriza, KTK akar, dan berat kering
akar tebu dibanding tanah away atau asing, baik pada kondisi tanah normal
maupun disturbed.

Kolonisasi mikoriza yang tinggi didukung oleh kelimpahan relatif yang tinggi
genus  bakteri  pendukung  kolonisasi  mikoriza  yaitu  genus
Promicromonospora, Ensifer, Amycolatopsis, Streptomyces, Actinoplanes,
Pseudomonas, Lysobacter, dan Rhizobium sementara kolonisasi mikoriza yang
rendah mempunyai kelimpahan relatif tinggi pada genus bakteri penghambat
kolonisasi mikoriza yaitu Lactobacillus, Nocardioides, Chitinophaga, dan
Mycoplasma. Peningkatan pertumbuhan tanaman tebu didukung peningkatan
kelimpahan genus PGPR Streptomyces, Ensifer, Lysobacter, dan kelompok

Rhizobium.
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5.2. Rekomendasi
Rekomendasi yang dapat penulis berikan berdasarkan penelitian ini
adalah:

1. Tanah dengan riwayat tanaman yang sama (home soil) dan tanpa patogen
tular tanah sebaiknya digunakan sebagai media persemaian tanaman yang
diinokulasi jamur mikoriza arbuskula supaya mendapatkan tingkat
kolonisasi mikoriza yang lebih tinggi.

2. Apabila tanpa inokulasi jamur mikoriza, sebaiknya media tanam berasal
dari tanah dengan keragaman tanaman yang tinggi dan sedikit olah tanah
yang menandakan tanah subur dan mikoriza di dalamnya tidak terganggu.

3. Inokulum jamur mikoriza arbuskula sebaiknya berasal dari dan/atau
diperbanyak menggunakan tanaman dan riwayat tanah yang sama dengan

tanaman yang dituju untuk meningkatkan efisiensi inokulasi.
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Lampiran 1

Visualisasi pita DNA pada Ribosomal Intergenic Spacer Analysis (RISA)

home-normal  home-normal home-disturbed home-disturbed
inoculated uninoculated inoculated uninoculated
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away-normal away-normal away-disturbed away-disturbed
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Lampiran 2

Analisis pengelompokkan (clustering analysis) berdasarkan hasil RISA pada seluruh sampel akar
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Lampiran 3

Perubahan karakter kimia tanah rizosfer tanaman tebu akibat inokulasi jamur mikoriza arbuskula pada tanah home dan away dalam
kondisi normal dan disturbed

N total P tersedia KTK C organik pH
Kondisi Tanah % p- opm p- cmol+/ p- % p- p-
value value kg value value value
Inoculated 0,08 43.30 1044 1.20 722
e Normal ) inoculated 009 0118 4567 0486 1555 0295 '35 0508 S 0072
. Inoculated 0,08 5253 13.68 133 7.25
Disturbed i oculated 009 M7 4ggs 0960 54 0432 4G5 0707 o4, 0279
Inoculated 0,09 55,39 12,01 1,42 7,15
Away Normal ) inoculated 0,09 1000 ggg 0463 o 0626 ., 0437 S5 0678
Disturbed noculated 008 19 2960 51g 1254 4,09 164 g5, 7200 4495

Uninoculated 0,10 53,56 11,31 1,62 7,20

Keterangan: p-value berdasarkan independent t-test, 2 tail.



Lampiran 4
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Tabel kelimpahan relatif tingkat genus keragaman komunitas bakteri endofit akar
tebu pada tanah home-normal dan home-disturbed yang diinokulasi (inoculated)
dan tanpa inokulasi (uninoculated) jamur mikoriza arbuskula

Filum Genus inocuinzrl_ uninoculated inoeuiotetl _ uninpeulated
Actinobacteriota Lechevalieria 0,2392 0,2758 0,0177 0,0678
Actinobacteriota Promicromonospora 0,0624 0,0647 0,0052 0,0053
Proteobacteria  Ensifer 0,0562 0,0485 0,0438 0,0193
Proteobacteria  Lysobacter 0,0043 0,0041 0,1548 0,0714
Actinobacteriota  Actinophytocola 0,0848 0,0294 0,0025 0,0030
Actinobacteriota Amycolatopsis 0,0119 0,0390 0,0095 0,0107
Actinobacteriota Pseudonocardia 0,0303 0,0314 0,0015 0,0020

Allorhizobium-
Proteobacteria Eg‘r’;?r‘fs&;‘l‘g‘m 0,0282 00313  0,0844 0,0617

Rhizobium
Actinobacteriota Actinomadura 0,0329 0,0294 0,0018 0,0017
Actinobacteriota  Streptomyces 0,0388 0,0292 0,0067 0,0460
Actinobacteriota Glycomyces 0,0279 0,0269 0,0037 0,0243
Actinobacteriota Kibdelosporangium 0,0157 0,0260 0,0016 0,0021
Actinobacteriota Nonomuraea 0,0267 0,0260 0,0023 0,0018
Firmicutes Lactobacillus 2,5E-0,8 0,0004 0,0785 0,0763
Bacteroidota Chitinophaga 0,0039 0,0022 0,0661 0,0238
Proteobacteria  Luteimonas 0,0138 0,0152 0,0022 0,0038
Proteobacteria  Steroidobacter 0,0202 0,0149 0,0257 0,0436
Proteobacteria ~ Mesorhizobium 0,0049 0,0144 0,0013 0,0025
Proteobacteria  Bradyrhizobium 0,0094 0,0127 0,0014 0,0024
Firmicutes Mycoplasma 0,0000 0,0000 0,0356 0,0000
Actinobacteriota Nocardioides 0,0034 0,0101 0,0043 0,0035
Actinobacteriota Actinoplanes 0,0087 0,0087 0,0016 1,2E-0,7
Proteobacteria Ralstonia 0,0026 0,0059 0,0279 0,0027
Proteobacteria ~ Pseudomonas 0,0093 0,0082 0,0268 0,0118

Others 0,2656 0,2454 0,3902 0,5144
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