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RINGKASAN

Pengaruh Cekaman Timbal (Pb) terhadap Sifat Fisiologi Tanaman Jagung
Nyomik Supriono. 051510101059. 2010. Program Studi Agronomi Fakultas
Pertanian Universitas Jember.

Kegiatan manusia dibidang industri dan pertanian menyebabkan meningkat
luas lahan yang terkontaminasi logam berat. Penggunaan bahan agrokimia tidak
terkendali di lahan pertanian (seperti. pupuk fosfat dan pestisida) dapat
meningkatkan resistensi hama atau penyakit tanaman, terbunuhnya musuh alami,
dan organisme berguna lainnya, serta-menyebabkan-akumulasi zat kimia berbahaya
dalam tanah dan bahan pangan. Pencemaran logam berat di dalam tanah dapat
dibersihkan menggunakan tanaman, sehingga perlu penelitian tentang cekaman
timbal terhadap perubahan sifat fisiologi tanaman. Penelitian ini mempelajari
perubahan sifat fisiologis tanaman jagung dalam kondisi cekaman timbal, yaitu
perubahan kandungan enzim fotosintesis.

Penelitian dilaksanakan di Laberatorium  Biologi Molekuler Universitas
Jember dan di Green House Fakultas Pertanian Universitas Jember. Penelitian ini
dilakukan mulai bulan-duli 2009 sampai dengan Desember 2009. Penelitian terdiri
dari 4 perlakuan yaitu oFtanpa pemberian Pb); fbemberian Pb sebanyak 4 gr) ;

P, (pemberian' Pb sebanyak 8 gr); dag (Bemberian Pb sebanyak 16 gr).
Pengambilan sampel dilakukan ‘pada saat tanaman berumur 40 HST. Parameter
yang diamati meliputi kandungan PEPC, Rubisco, Total Protein, tinggi tanaman
dan Berat Kering.

Hasil penelitian menunjukan bahwa tanaman jagung yang telah diberi
perlakuan cekaman timbal terjadi peningkatan kandungan PEPC dan Rubisco.
Cekaman timbal menyebabkan meningkatnya laju fotosintesis yang digambarkan

oleh meningkatnya kandungan PEPC dan Rubisco tanaman jagung.



SUMMARY

Effect of Lead Stress on Physiological Charactetie of Corn (Zea mayks
Nyomik Supriono. 051510101059. 2010. Program Stfdégronomy, Faculty of
Agriculture;, Jember University

Human activities in industrial and agriculturatises caused the increase
of heavy metal land contamination. Uncontrolled agrochemicals ‘uses in
agricultural land (such as.-phosphate fertilizer gedticide) can improve pest
resistance, plant diseases, killing of natural easjother useful organisms, and
cause the accumulation of chemicals hazardousliarsh foodstuffs. Heavy metal
contamination in the soil can, be cleaned using tpjaso the research on the
physiological responses of plant on the lead stress important to do. This
research studied the ghanges in physiological ptieseof maize plants in stress of
lead, which changes the content of photosynthetgrees.

Research conducted at the Laboratory of MoeledBialogy, University of
Jember and in the Green House Faculty of Agriceltuniversity of Jember. This
research was started from-July-2009-untilk-Decer2B6B. The study consisted of
four treatments: P(without Ph); B (Pb giving as much as 4 ,ounces)(Pb giving
as much as 8 ounces), angl(Pb giving as much as 16 ounces). Samples were
collected at 40 .days after planting.; The resealtderved the content of PEPC,
Rubisco, protein total, height of plant; and Drgight.

Results showed that the PEPC and Rubisco contentsaize leaves
increased during the‘lead stress conditions. Tae $tress caused the increasing
photosynthesis rate, which was described by the@sing content of PEPC and

Rubisco in maize leaves.

Vi
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1Latar Belakang

Timbal (Pb) merupakan logam-'berat dengan konsistensak dan
berwarna hitam. Banyak .industri yang menggunakansétimgai bahan baku
misalnya industri batterai dan aki serta banyalapudlustri yang menghasilkan
produk yang mengandung Pb misalnya industri catlidran pewarna-lainnya
Unsur logam berat adalah.unsur yang-mempunyai @enkibih dari 5 gr/cth
Batuan mengandung 13 mg/kg Pb, khususnya batudat floempunyai kadar
lebih besar yaitu 100>mg/kg. Tanah mengandung R®5 mg/kg dan air tanah
(ground watey berkisar 1--60 ug/liter. ’Air sungai memiliki kad@b 1-10 ug/liter.
Air laut memiliki kadar Pb lebih rendah daripadatawar (Sudarmadiji, 2006).

Timbal (Pb) merupakan polutan utama di di daratpoa di perairan.
Selain proses pelapukan alamiah . sumber utama penaenPb'adalah asap
knalpot mobil, cercbong asap pabrik yang menggumdMa limbah dari baterai
penyimpanan, industri, pertambangan dan pelebujdgnRb, logam plating dan
pupuk, pestisida dan aditif bensin (Eick, 199®ndapan limbah atau kotoran
yang berisi sejumlah besar Pb 'secara teratur-dipkeukebun dan lahan (Paivoke,
2002). Tanah tercemar timbal (Pb) mengandungraas400 - 800 mg kg tanah
sedangkan daerah industri dapat mencapai 1000 briggP* tanah (Angelon,
1992). - Kandungan Pb dalam organ-tanaman cendenemgrun dalam urutan
sebagai berikut : akar > daun > batang > bunggi> biamun urutan ini dapat
bervariasi dengan jenis tanaman (Antosiewicz, 1992nah tercemar timbal
(Pb) dapat:mengancam kehidupan:biota tanah damtanakonsentrasi toksik
terhadap daun tanaman adalah 30 - 300 pg'RBltpway, 1997).

Bahan kimia pertanian mengandung banyak timbalidtds mengandung
timbal arsenat.yang dapat mencemari tanah pertaBeuara bertahap pemakaian
bahan' agrokimia (pupuk dan pestisida) dalam sidtedidaya pertanian harus
dikurangi, karena bahan agrokimia mengandung lodmamat yang termasuk

bahan beracun berbahaya. Penggunaan-bahan agrofjamgatidak terkendali



pada lahan pertanian terutama pada tanaman sajunasaberdampak negatif,
antara lain“meningkatnya resistensi hama atau g&ntanaman, terbunuhnya
musuh alami dan organisme yang berguna, sertautexdksinya zat-zat kimia
berbahaya dalam tanah (Sutamiharja, 1985). Tandhngn yang mengandung
logam berat ‘'menyebabkan produktifitas dan kualitesil pertanian turun
(Subowo, 1999).

Peningkatan timbal (Pb) dalam tanah dapat berdamegétif pada tanah
dan produktivitas tanaman bahkan kensentrasi yaaggess rendah dapat
menghambat beberapa proses penting-tanaman, skpesintesis, mitosis dan
penyerapan air. Gejala keracunan timbal (Pb) mekiajp daun gelap, layu dan
akar kerdil, pendek dan cokelat (Paft804)

Penyerapan Pb soleh  tanaman: menunjukkan «bahwa alamiliki
kemampuan untuk mengambil Pb dalam jumlah yandféign, sementara secara
bersamaan sangat membatasi translokasinya ke batfartanah (Lane, 1977).
Gagasan ini telah dibantah oleh Miller dan Koepp@7() yang menunjukan
bahwa jagung 4ea.Mays | ‘adalah tanaman yang dapat 'memindahkan ‘dan
mengumpulkan Pbdalam jumlah yang signifikan dad@omn yang konsentrasinya
tergantung sejaul'mana Pb memasuki tanaman. Nagbagian besar Pb diambil

oleh tanaman tetap melalui.akar (Kumar, 1995).

1.2 Rumusan Masalah

Pencemaran _tanah oleh*logam berat timbal (Pb)tda@ayebabkan
semakin menurunya produksi tanaman. Untuk mengur&egugian akibat
pencemaran logam berat perlu diketahui tanaman teman terhadap cekaman
timbal sehingga produksi tanaman tetap tinggi. WearaJagung diduga memiliki
sifat fitoremediator tinggi.' Untuk mengetahui tamamyang mempunyai daya
tahan tinggi terhadap cekaman logam berat dilak#malisa kandungan. PEPC
dan Rubisco mengunakalestern BlatEnzim fotosintesis merupakan gerbang
proses fisiologi dalam suatu’'tanaman terutama patlailasi karbon sehingga
perlu dilakukan analisa perubahan kandungan PER@Rdhisco akibat pengaruh

logam berat timbal (Pb). PEPC dan Rubisco merupaikaih satu parameter yang
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Timbal Sebagai Logam Pencemar

Organ Tanaman mengakumulasi sebagian timbal, ¢audgla, batang, akar,
dan akar umbi-umbian. Pada pemberian 150 ppm Riynpleuhan dan berat
kering caisim menurun. Adanya logam berat dalaraitanenyebabkan perubahan
KTK, dan perubahan kompasisi unsur hara tanah. tJhswa menjadi-tidak
tersedia, sehingga -menghambat“serapan hara tana@an menyebabkan
produktifitas menurun.

Logam berat, berada dalam tanah, air. dan udara aterspatu
mekanisme ,smasuk- kedalam makhluk - hidup. Tanaman, atienmediator
penyebaran logam berat pada makhluk hidup, menyegam berat melalui akar
dan daun (stomata). Dengan' digunakannya tanamaagaepakan baik pada
manusia maupun hewan menyebabkan - berpindahnya |ogamat yang
dikandung olehmakanan seperti timbal (Pb) kedatabuh makhluk hidup
lainnya.: Logam: berat yang masuk kedalam tubuh manakan melakukan
interaksi ' antara ‘ain -dengan enzim,. protein,;~DNArta metabolit lainnya.
Adanyalogam berat dalam tubuh"jelas . akan berpehg@rhadap tubuh. Bila
jumlahnya berlebih, maka akan berbahaya bagi tubuh.

Pengendaliani pencemaran lingkungan merupakan pnodc@amanan
pangan nasional yang harus segera dilaksanak&hitelagi akan memasuki era
perdagangan bebas. Produk-poduk pertanian ditum&mpunyai standar mutu
yang baik serta aman dikosumsi. Menurut Subowol.e1899) adanya logam
berat dalam tanah pertanian dapat menurunkan prothskpertanian‘dan kualitas
hasil pertanian selain dapat'membahayakan kesehwausia melalui konsumsi
pangan yang dihasilkan dari tanah yang tercemantdgerat tersebut.

Secara bertahap pemakaian bahan agrokimia (pupulpektisida) dalam
sistem budidaya pertanian harus dikurangi, kareeamp agrokimia mengandung
logam berat yang termasuk bahan beracun berbal&8)a Penggunaan bahan

agrokimia yang tidak terkendali pada lahan- pertarterutama pada-tanaman



sayur-sayuran berdampak negatif, antara lain mkatnga resistensi hama atau
penyakit tanaman, terbunuhnya musuh alami dammm@ yang berguna, serta
terakumulasinya zat-zat kimia berbahaya dalam té@atamiharja,1985).

Logam berat .terserap kedalam jaringan tanaman unedlar, yang
selanjutnya akan masuk kedalam siklus rantai makdmayam akan terakumulasi
pada jaringan tubuh dan dapat menimbulkan kerachagnmanusia, hewan, dan
tumbuhan apabila melebihi batas toleransi. Di ledom kadar residu pestisida
yang terkandung dalam bahan pangan dan sayuranp colemprihatinkan,
Sayuran seperti wortel, kentang, sawi, bawang meae merah dan kubis dari
berbagai tempat budidaya sayuran di-Jawa BaratJdea Tengah pada tahun
1987 diketahui-mengandung residu yang melampaashaiaksimum (Gayatri,
1994),

2.2 Akumulasi Timbal dalam Tanah dan Tanaman

Kandungan logam berat didalam tanah.secara alasaalgat rendah,
kecuali tanah tersebut sudah tercemar. Kandunggamodalam tanah sangat
berpengaruh terhadap kandungan logam. pada tanaamgn tymbuh diatasnya,
kecuali terjadi interaksi diantara logam itu_selmderjadi hambatan penyerapan
logam ‘tersebut oleh tanaman. Akumulasifogam dataraman tidak hanya
tergantung pada kandungan logam dalam tanah, jetpitergantung pada unsur
kimia tanah, jenis l1ogam, dan spesies tanaman (@@m1995). Konsentrasi
timbal yang tertinggi. (100-1000 mg/kg) akan menbakian pengaruh toksik pada
proses fotosintesa dan pertumbuhan (Anonim, 1998niawansyah dkk(1999)
menyatakan bahwa kandungan Pb dalam tanah sampgard@000 ppm telah
menyebabkan akumulasi Pb dalam daun caisim melehbiiksimum yang
diperbolehkan (2 ppm).

2.3 Pengaruh'Cekaman Timbal (Pb) terhadap Proses $iblogis Tanaman
Jagung

Smith (1981) menyebutkan bahwa sejumlah besarmodarat dapat

terasosiasi dengan tumbuhan tinggi. Logam berag patum diketahui fungsinya



dalam metabolisme ‘tumbuhan antara lain adalah Bpdé&n Ti. Semua‘logam
berat tersebut dapat berpotensi mencemari tumbutiakanisme pencemaran
logam secara biokimia pada tumbuhan yang terbagiakem enam proses yaitu:
(1) logam mengganggu fungsi enzim, (2) logam seabagametabolit, (3) logam
membentuk. lapisan endapan yang. stabil (kelat) demgeatabolit esensial, (4)
logam sebagai katalis dekomposisi pada metabadisesl, (5) logam mengubah
permeabilitas membran sel, (6) logam menggantikeukisr dan elektrokimia
unsur yang paling penting dalam sel. Gejala akjeactemaran logam berat, yakni
klorosis, nekrosis pada ujung dan sisi-daun seutaulpo daun yang lebih awal.
Gugus asam karboksilat (-COOH) dan- gugus-amino f£}Nidlam asam amino
juga dapat diserang 6leh logam berat.-Logam' beyzdtdnengendapkan senyawa-
senyawa fosfat biologis, disamping juga dapat-mataye penguraiannya
(Manahan, 1977).

Timbal (Pb) merupakan unsur logam yang pada umeammnjadi katalis
pada berbagai réaksi termasuk dengan enzim.. Keaddaakan mempengaruhi
membran biologi “(baik 'sel ‘maupun organel-organglnyaakta menunjukkan
bahwa membran biologis tidak benar-benar impermigabembran tersebut
memungkinkan - terjadinya-difusi ion dan. molekul ditmh keberadaan enzim
dalam ‘membran tersebut yang secara langsung dagapengaruhi transportasi
ion dan molekul untuk melewati membran.

Mengel dan Kirby (1987) menyebutkan bahwa secaokirbia Pb
berfungsi menghambat sistem ‘enzim dalam mengkamasam amino dan
pencemaran tumbuhan oleh Pb akan sangat membahayasehatan dan
mengurangi laju pertumbuhan tanaman. Kadar Pb rodalm tumbuhan
berkisar antara 2-3 ppm. Vegetasi di sekitar jalaya dapat menjerap Pb
sampai 50 ppm dimana Pb yang dijerap diakumulastka@am dinding sel.
Nilai kisaran normal kandungan logam Pb pada tanakedutanan di Amerika
Serikat berkisar-antara 10-300 ppm (Smith, 1981).

Berat kering total hasil panen tanaman budidayimingan merupakan
akibat dari penimbunan hasil bersih asimilasi, G€panjang musim pertumbuhan,

karena asimilasi COmerupakan hasil penyerapan energi matahari damataki



radiasi matahari, berdasarkan keadaan musimartrdidskan secara merata ke
seluruh. permukaan bumi, sehingga faktor utama yaempengaruhi berat kering
total hasil panen adalah radiasi matahari yangsdidisi dan C@(Gardner, 1991).
Menurut Hatch dan Slack (1996) bahwa pada tanardai€O2 dalam mesofil sel
diikat oleh enzinPhoesphoenolpyruvat CarboxylagPEPC). Bila aktivitas PEPC
meningkat, maka fiksasi GGakan meningkat pula, sehingga dapat disimpulkan
bahwa peranan enzim PEPC dalam tanaman C4 addiak mengikat (fiksasi)
CO; selanjutnya melalui proses fotosintesis akan ggsanenjadi bahan organik
sebagai penyusun berat kering tanaman-(Soetop0).199

Jagung merupakan jenis tanaman C4-diketahui badktisitas enzim
PEPC menentukan,tingkat asimilasi karbon.dan prsidoibmass (Sugiyama dan
Hirayama, 1983). Menurut Kazuhiro (2007), rubiscerapakan‘enzim fotosintesis
dan merupakan protein terbanyak pada daun yanmyalasekitar 12-35 % dari
total N pada daun tanaman C3. Seperti juga dingatakeh Salisbury (1995)
bahwa rubisco mungkin merupakan: bentuk proteinngabanyak dijumpai di
muka bumi ini. Kloroplas:mengandung sekitar sepaiaritotal protein pada daun
dan diantara protein kloroplas seperempat sampargenya merupakan rubisco.
Jadi. Seperempat’ sampai-seperdelapansprotein . pada atlalah dalam bentuk
enzim rubisco.

Tanaman merespon’ cekaman lingkungan melalui peambanorfologi,
fisiologi dan metabolit yang terjadi pada selurahaman (Cellier, 1998).-Menurut
Arthon (1990) Phosphoenolpyruvat Carboxylageerupakan enzim utama yang
mengasimilasi C®pada tanaman C4. PEPC mengkatalisa reaksi kalasK3EP
untuk membentuk - oxaloacetat. Selanjutnyaasimikasbon yang terbentuk
membentuk’ gugus C4 carboxyl. Reaksi tersebut olekbhSdan Hatch (1967)
dijelaskan bahwa PEPC mengkatalisa PEP menjadbase@iat (OAA) merupakan
reaksi yang tidak dapat balik, yang terjadi dal@msel mesofil tanaman C4, ini
merupakan reaksi karboksilasi utama dalam fotosen@4 (Asthon. 1990).

Anderson dan Beardell (1991) mengemukakan bahwamerPEPC
menghendaki Mg untuk aktivitasnya. Berbeda dengan enzibulosa — 1.5
biphosphate carboxylase/OxygendReBPcase),substrat dari PEPC adalah®C



bukan CQ. Satu hallagi yang membedakan:enzim PEPC dengam érRuBP
adalah enzim PEPC tidak bereaksi dengarsédta tidak sensitif' terhadap reaksi
tersebut. Keadaan ini menandakan suatu persenyawaag besar pada
mekanisme karboksilasi C4 dalduoindle Sheat CellKetidaksensitifan tanaman
C4 dengan. @ dalam asimilasi C& menyebabkan tanaman C4 ‘tidak terjadi
fotorespirasi sehingga efisiensi fotosintesisnggdi.

Tinggi tanaman mengambarkan terjadinya prosesimpbuhan di daerah
meristematik, ujung dan apikal. Peningkatan tinggaman jagung ini berarti akan
meningkatkan pula jumlah daun yang terbentuk a&atlsegar biomassa. Tinggi
tanaman merupakan ukuran-tanaman-yang sering didaiktsebagai indikator
pertumbuhan mauptin sebagai parameter’ yang -digunakamk mengukur
pengaruh limgkungan atau perlakuan yang diteraf&aampul, 1995).

Menurut Harbone (1987) selain untuk' memurnikaoigin. Elektroforesis
gel merupakan cara untuk membandingkan secarauagdserbagai komponen
penting protein atau enzim dari berbagai organisPeebandingan demikian lebih
disukai untuk diterapkan pada ekstrak tumbuhansiamg, semua protein utama
(enzim) tercakup dalam pemeriksaan ini. MenurutyGi®80) dalam Harborne
(1987) pemisahan isoelektrik adalah suatu cara yhaasarkan pada kenyataan
bahwa protein mempunyaiqtitik isolistrik yang beaag Titik isolistrik terjadi
karena adanya perbedaan pH. Protein yang dielekésif pada suatu larutan pH,
masing-masing protein tersebut akan terpusat padmbai daerah perbedaan pH
tersebut dan karena itu akan terpisah. Pengungamgen tetap pada campuran
amfolit pembawa senyawa amfoter dengan titik iddeleyang berdekatan dalam
polyakrilamide atau gel lain akan menyebabkan tatbeya perbedaan pH. Suatu
protein yang ditempatkan pada sembarang posisi al@nperoleh muatan, jadi
akan bergerak sampai mencapai titik isolistrikriintein yang titik isolistriknya
berbeda 0.1 satuan pH dapat dipisahkan sehinggaréanempunyai daya pisah

yang tinggi.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Percobaan
Penelitian' dilaksanakan di Laboratorium Biologi IBauler Universitas
Jember dan di Green House Fakultas Pertanian WitserJember. Penelitian

dilaksanakan mulai bulan Juli 2009 sampai dengsseber 2009.

3.2 Bahan dan Alat
3.2.1 Bahan

Bahan yang.digunakan dalam-percobaan ini-adakgung, 0.5 M- Tris-
HCI, 0.4- M KCI, 0.05 M Na-EDTA; R-mercaptoethandl3% SDS, 0.7 M
sukrosa, 10% PVP, 25 fi42-mercaptoethanol, TBS (Tris Buffer Saline), 1%n$k
Milk (low fat), antibodiy,PEPC dan Rubisco, 10 mFien Alkalin fosfatase.

3.2.2' Alat

Alat-alat yang digunakan antara lain mortar-stampeboung sentrifuge,
spatula, microsentrifuge, Sentrifuge Sorvall tip€ BB plus SS-34, ependorf,
neraca digital, mikropipet,. elektroforesis, spekttometer merk Hitachi U-2001,
danSemi Dry elektro-transblofBiorad).

3.3. Pelaksanaan Percobaan
3.3.1. Kondisi Umum Percobaan

Percobaan dimulai dengan mengolah tanah sedenrikie sehingga sesuai
untuk ditanami jagung. Tanaman. jagung yang diaadalah “jagung hibrida
BISI 2 bersertifikat. Persiapan media dilakukan g&mmenyaring media tanah
agar tanah tidak bercampur dengan batu, plastikslanpah lainya. Media tanam
dibiarkan selama 7 hari untuk memperoleh tanalhnddondisi kering angin.
Media tanam kemudian dimasukkan dalam timba plastiking — masing timba
berisi 10 Kg tanah kering angin. Dosis pupuk yamguwolkan yaitu 300 kg
Urea/ha , 100 kg TSP/ha, dan 100 kg KCL/ha. Urbardian tiga kali‘yaitu 1/3
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bagian diberikan saat'tanam, 1/3 bagian diberikéglah tanaman berumur 30 hari
dan 1/3 bagian diberikan setelah tanaman berumurad5 Sedangkan TSP dan
KCL diberikan seluruhnya ‘pada saat tanam. Pupukriidin untuk memenuhi

kebutuhan hara tanaman sedangkan fungisida dibeukaéuk mencegah agar
benih yang. ditanam tidak dimakan semut atau seeargm. Pengairan dan

penyiangan dilakukan pada saat diperlukan.

Metode pemberian cekaman timbal (Pb) dilakukangdenmenimbang
timbal (Pb) mengunakan timbangan digital. Pemberegkaman timbal dilakukan
pada 'saat umur 26 hari.(organ tanaman terbentulpwsesa). Perlakuan Pb
mengunakan konsentrasi £ 0 ppm, R =4 gr (400 ppm) ; £= 8 gr (800 ppm) ;
dan B = 16 gr (1600 ppm) tiap 10 'Kg tanah masing - ntasirengunakan 3
ulangan (Ewais, 1997). Pengambilan’sampel dipéwkirgpada saat tanaman sudah
merespon cekaman atau terdapat tanda-tanda masf@ttapn menguning, tinggi
tanaman, dll) + 14 hari setelah perlakuan. Samjaehbil ketika jagung berumur
40 hari terhitung sejak benih" ditanam dalam timBarameter 'yang diamati
meliputi kandungan protein "PEPC, -kandungan protiubisco, total protein

terlarut, kandungan klorofil, berat kering, dargintanaman.

3.3.2 Cara Ekstraksi Protein

Sampel (1 gram daun) digerus dengan nitrogended@m mortar-stumper
dan menambah. buffer ekstraksi yang terdiri daé (@. Tris-HCI, pH 7.5, 0.1 M
KCI, 0.05 M Na-EDTA, pH 7.4, 2% (3-mercaptoethai®B% SDS, 0.7 M sucrose
dan 10% PVP) sehingga volume menjadi tiga kaliteampel, 20% triptan X-100
ditambahkan dalam larutan. Larutan disentrifugasdap kecepatan 12.000 rpm

selama 15 menit. Supernatan diambil untuk dianalisa

3.3.3 Penentuan Kandungan PEPC dan Rubisco mengureak Sodium
Dodecyl Sulfat-Polyacrylamide Gel  Electrophoresis (SDS-PAGE) dan
Western Blot

Sodium Dodecyl Sulfat-Polyacrylamide Gel Electrapbs (SDS-PAGE)

mengunakan metode Laemmli (1970) dengan konsented%b akrilamide.
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Sebanyak 100 pl sampel protein ditambah bufferitgp@75 ul buffer. loading
ditambah. 25 uB-2-mercaptoethanol) kemudian didenaturasipadanaindidih
selama 3 menit. Sampel kemudian dmasukkan ke dalamr gel sebanyak 10 pl
dan dielektroforesis pada 70 mA selama 2-4 jam.

Analisis ' Western Blot mengunakan metode Bruneal.g{1991). Protein
dalam gel yang telah selesai’ dielektroforesis misier ke’ membran nitroselulosa
dengan menggunakatektro-transbolfpada 250 mA selama 2 jam dengan suhu 4
°C. Membran dicuci dengan TBS$r{s Buffer. Saling 3 kali selama 5 menit, 1 kali
menggunakan TBSI(is Buffer Saling yang.ditambahkan 1%kim Milk (low faf)
kemudian diinkubasi semalam dalam~antibodi. PEPC Rahisco (1000 kali
pengenceran dalam TB3r(s Buffer Saling yang ditambahkan 1% Skim' Milk).
Membran dicuci lagi dengan TBS sebanyak 3 kalirsalé ‘menit. Membran
diinkubasi selama 1 jam dala@oat anti rabbit IgG AP konjugate(Biorad)
dalam TBSskim milk-Kelebihan anti bodi yang ke 2 dicuci dengan menggan
buffer Alkalin fospatase pH 9. Pewarnaan menggum&ka pl BCIP dan 50 pl
NBT yang dilarutkan dalam 10 ml buffer Alkalin fashse.

3.3.4 Pengukuran Kandungan Klorofil

Satu gram daun digerus dalam mortar, nitrogen ddé@mbahkan agar
diperoleh ekstrak - yang halus. Sampel 40 ul ditdokdsa 960 ul ethanol pa.
Sampel disentrifugasi dengan kecepatan~10.000 glama& 5 menit.- Sampel
divortek lalu menginkubasikannya pada suf@ delama 30 menit sampai terdapat
endapan. Filtrat diambil sebanyak 1.5 ml dan mekiaswnya dalam kuvet.
Ekstrak jaringan daun diukur absorbansinya: padgapgngelombang 649 atau
665.

3.3.5 Pengukuran Kandungan Protein Terlarut (ug/mgsample)

10 pl supernatan (ekstrak kasar) dimasukan dadéomg reaksi. Satu ml
larutan Bradford ditambahkan dalam tabung redkgpernatan divortek selama
30 detik. Kandungan protein terlarut di deteksi gwerakan alat spektrofotometer
pada panjang gelombang 545 dengan bovine serummillsebagai standart.
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3.3.6 Parameter Percobaan

Parameter percobaan diambil berdasarkan pendekafmndekatan dari

sifat fisiologis utama yang mempengaruhi morfokagiaman jagung, antara lain :

1.

Kandungan total protein terlarut. Pengukuran kagdanprotein mengunakan
metode Bradford dengan alat spektrofotometer padgang gelombang 649
dan 665\.

. Kandungan klorofil. Pengukuran kandungan klorofiimengunakan alat

spektrofotometer pada. panjang  gelembang 649dan 665 A.  Rumus
menghitung kandungan kiorofil a = (13.7 X A665) (5,76 X A649) = pug
klorofil/ml, sedangkan klorofil b =(25.8 X-A649) {7.60 X A665) = ug

klorofil/ml. Total klarofil mengunakan rumus = kiafil a + klorofil b.

. Kandungan protein PEPC dan protein Rubisco. Asaiisngunakan metode

Laemmli Elektroforesis)dan metode BruneauSgemi Dry elektro-transblot -
Biorad).

. Tinggi tanaman (cm), diukur dari pangkal batangpairdengan tangkai malai.

5. Berat kering tanaman (gram), diukur -dengan’ menimbaaluruh bagian

tanaman yang telah dikeringkan terlebih dahulu denmengunakan oven

selama 48 jam dengan suhu’@- 80°C.
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Perubahan Morfologi Tanaman Jagung Tercekam Pb

Tanaman jagung merupakan salah satu tanaman paagantermasuk
tanaman semusim, kelompok tanaman C4, memilikieghm@m yang berperanan
dalam proses fotosintesis (PEPC dan Rubisco), damiliki bentuk morfologi
daun seperti pedang. Sifat f|S|o|og|s yang berbeelagan tanaman kelompok
lainnya (C3 dan CAM) menyebabkan tanaman jagung ilkénkelebihan,
terutama dalam proses fotosintesis yaitu: keungguﬂmaman jagung dalam
memanfaatkan CQdariudara yang dlserap seéara efisien dan dapagmasilkan
fotoas‘@ﬂat-’yang tinggi- karena pe’ran kedua ensmsebut\‘c’(Anderson and
Beardall 1991). 14 N

Tanaman jag@ng yang 'mengalami cegaman Pb menwamjugkrbedaan
tinggi tanaman dan warna batang baglan bawah (@lajh)b } 0

a. Tinggi tanaman b. Perbedaan Morfologi Batang

Gambar 1. Perbedaan morfologi tanaman jagung pada koneksiman Pb pada
umur 40 hari setelah tanam.

Cekaman timbal (Pb) tidak mempengaruhi tinggi ne&ra jagung, Hal ini
membuktikan bahwa tanaman jagung tahan dalam kotchisal tinggi seperti
yang. dilaporkan oleh Miller dan-Koeppe (1971) bahagung Zea Mays )
adalah tanaman yang dapat memindahkan dan mengtanpBb dalam jumlah
yang signifikan dalam daun. Cekaman timbal (Pb) yebabkan kerusakan dan
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perubahan fisiologi tanaman yang kemudian diekgmesdalam gangguan
pertumbuhan. Koslowski dan Mudd(1975) menyebutkamwa cekaman timbal
dapat menyebabkan terjadinya kerusakan fisiologtalam tanaman jauh
sebelum terjadinya kerusakan fisik (morfologi). Hedsebut sebagai kerusakan
tersembunyi. ‘Kerusakan tersembunyi - dapat berupaurpean  kemampuan
tanaman dalam menyerap air, pertumbuhan sel yampalaatau pembukaan

stomata yang tidak sempurna.

4.2 Pengaruh Cekaman Timbal terhadap-Fisiologi Tanaan
4.2.1 Pengaruh Cekaman Timbal (Ph) terhadap Kandugan PEPC

PEPC merupakan enzim utama yang berperan dalasegfotosintesis
tanaman; sehingga kandungan PEPC yang lebih «tirjgidaun dapat
mempengaruhi laju fotosintesis tanaman. Dari teslisiswestern bloterhadap
PEPC menggunakan, antibody spesifik yang hanya dtarnikdengan antigen
PEPC menunjukan bahwa meningkatnya pemberian ti(figl ke dalam tanah
mempengaruhi ‘kandungan PEPC di daun. Kandungan Riz@l@ perlakuan
cekaman timbal (Pb) ditunjukkan oleh Gambar 2.

A

e, '
et . \J\d\‘g““ :

\ L . S AL, +— PEPC
PO P1 P2 P3

Gambar 2. AnalisaWestern Bloenzim PEPC daun jagung pada perlakuan
cekaman timbal (Pb).
Hasil analisiswestern blotterhadap PEPC menghasilkan-gambar blot.
Gambar 2 diatas menunjukkan hasil perbedaan kaadumREPC. Tabel 1
menunjukkan blot yang dikuantitatifkan mengunakesgpam Beta 4.0.3 dicion

Image for Windows
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Tabel 1. Hasil Pengukuran Luas Area Blot dengan Mengunaleia 8.0.3 of
Scion'image for Windows

No Perlakuan Luas Area Blot (én Kepadatan Blot
1 P 0.1 52.25
2 Py 0.11 61.4
3 P, 0.13 66.56
4 Ps 0.14 69.24

Jumlah enzim PEPC yang meningkat pada jagung depgdakuan
timbal 400 ppm, 800 ppm-dan 1600 ppm ~mengakibagganingkatan laju
fotosintesis yang. lebih tinggi daripada kontrolpes#i tampak pada tabel 1.
Peningkatan luas blot enzim PEPC pada konsent@@spgm, 800 ppm dan 1600
ppm masing-masing mencapai 0.art’, 0.13 cmi dan 0.14 crh dari kontrol .
Semakin tebal pita protein pada membran maka kayaduanzim PEPC semakin
tinggi, dan sebaliknya apabila pita protein semaigis maka kandungan protein
kecil. Pemberian 'Pb menyebabkan semakin meningkatkadungan PEPC di
mesofil sel yang mempengaruhi laju fotosintesisddiam daun. Peningkatan
PEPC menyebabkan semakin-tingginya laju fotosistkarena PEP mempunyai
peran yang sangat pentingsdalam asimilasi-karbala panaman £ Ketebalan
pola yang terbentuk mulai-dary Bampai P mengalami peningkatan, tanaman
jagung merespon cekaman Pb dengan meningkatkauhgaad PEPC dengan
harapan bahwa proses fotosintesis dapat dipertahad&n mampu mengatasi
kondisi yang tercekam. Clijsters dan Van Assche8%)9menyatakan bahwa
kontaminasi logam ‘berat mendorong perubahan dalagtabolisme ‘dasar
tumbuhan. © Fotosintesis adalah salah satu prosiedofiis utama yang dikenal
sangat terpengaruh oleh stres logam berat .

4.2.2 Pengaruh Cekaman Timbal (Pb)terhadap Kandugan Rubisco
Enzim fotosintetik ./memegang peranan yang' sangatinge di dalam
proses fotosintesis pada tanaman tingkat tinggodtatesis yang diregulasi oleh

cahaya adalah-suatu fenomena yang. kompleks, bérpaga aktivitas enzim
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ribulosa bifosfat karboksilase/ oksigenase (Rubisgang merupakan enzim
utama untuk fiksasi karbon. Enzim Rubisco telah jadirsubyek penting untuk
diteliti karena fungsi kontrolnya yang tinggi tedag fotosintesis pada berbagai
kondisi cahaya (Sage dan Hudson, 1992). Untuk rtekiandungan rubisco yang
terinduksi .selama cekaman timbal "(Pb) dilakukan lisisa western blot
mengunakan antibody spesifik yang hanya berikatangan antigen rubisco
sehingga enzim rubisco yang mampu terdeteksi. Gafb@emperlihatkan hasil

analisis kandungan rubisco contoh daunskontroltdesekam timbal (Pb).

PO Pl P2 P3

RubiscoLSU arge Sub Unjt

,d\;“o-' - 1

“r#<+——£ Rubisco SSUSmall Sub Un)

Gambar 3. AnalisaWestern Bloenzim Rubisco daun jagung pada perlakuan
cekaman timbal (Pb).

Hasil analisiswestern blotterhadap Rubisco menghasilkan gambar blot.
Gambar:3 diatas menunjukkanichasil perbedaan kaadumybisco. Tabel 1
menunjukkan blot yang dikuantitatifkan mengunakesgpam Beta 4.0.3 dicion
Image for Windows

Tabel 2.Hasil'Pengukuran Luas Area Blot dengan Mengunaleta B.0.3 of
Scion Image-for-Windows

No Perlakuan Luas Area Blot (én Kepadatan Blot
1 P 0.06 94

2 P 0.48 123.99

3 P, 0.68 124.35

4 P 0.96 127.41

Jumlah enzim Rubisco yang meningkat pada jagungatemperlakuan
timbal 400 ppm, 800 ppm dan 1600 ppm. mengakibatganingkatan laju
fotosintesis- yang lebih tinggi daripada kontrolpes#i tampak pada tabel 1.
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Peningkatan luas blot enzim PEPC pada konsentd@spgm, 800 ppm dan 1600
ppm masing-masing mencapai 0.48%, 0.68 cri dan 0.96.crh dari control.
Ketebalan pita protein (kandungan rubisco) mengalpemingkatan. Hal ini
menunjukkan adanya upaya dari tanaman beradaptdsikondisi Pb yang tinggi
dengan meningkatkan sintesis protein ‘rubisco. Tamaryang tumbuh pada
kondisi lingkungan kurang:menguntungkan akan.-memolzepola pertahanan
untuk beradaptasi dengan menambah sintesis asamo atertentu dan
mengurangi sintesis protein lain bahkanmeningkatkaduksi enzim tertentu.
Pemberian Pb pada tanaman. jagung menyebabkanngkamya
kandungan rubisco yang. merupakan-enzim fotosinggata tanaman jagung.
Rubisco merupakan®enzim yang berperanan pentirgmdaiklus calvin-'yang
berada diBundle Sheat Celpada tanaman jagung. Rubisco'memegang peranan
penting ‘dalam fotosintesis, yaitu yang mengikat @&h ribulesa 1.5 bifosfat
(RuBP) dalam siklus Calvin yang menghasilkan 3-P8&ningkatan kandungan
Rubisco yang di tandai dengan semakin tebalnyagppitizein pada analisa western
blot'menyebabkan-peningkatan laju fotosintesisrt{®d. 992).

4.2.3 Pengaruh Cekaman-Timbal (Pb) terhadap -Kandugan Total Protein
Terlarut

Logam berat dalam:tanah pada prinsipnya beradandalentuk bebas
(mobil) maupun tidak bebas (immobil). Dalam keadbahas, logam berat yang
bersifat bebas menyebabkan keracunan apabila gis#eh tanaman. Dalam
kondisi tidak bebas tanaman menjadi tercekam ofslurulogam tersebut. Dapat
berikatan dengan hara lain, bahan organik, dangandt. Logam berat:dalam
kondisi . .bebas mempengaruhi . ketersediaan hara tanardan dapat
mengkontaminasi lingkungan sehingga dalam tanah yabatkan tanaman
menjadi tercekam oleh unsur logam tersebut, dindalanah dalam keadaan
tersedia mengakibatkan terjadi ketidakseimbangasurudalam tanah sehingga
terserap oleh tanaman melalui akar, dan terdisirilke bagian organ lain.
Tanaman jagung Yyang mengalami cekaman Pb menumuki@rbedaan

kandungan total protein (Gambar 4).
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Gambar4. Kandungan Total Protein

Kandungan "protein yang  cenderung. mengalami penaorumerupakan
pengaruh kurang baik terhadap pembentukan. proj@ing ditandai semakin
meningkatnya pemberian Pb maka rata-rata kandunogiah protein terlarut
semakin menurun.

Total protein-terlarut tidak berhubungan dengamgkat pertumbuhan
tanaman karena protein-terlarut diasumsikan selggéein €nzim sedangkan di
dalamnya bukan hanya protein enzim yang berasaP&#C, Rubisco tetapi juga
enzim — enzim lain yang berperan dalam proses &sinkarbon, sehingga wajar
apabila total protein terlarut mengalami penurumkam kenaikan pada setiap

perlakuan.

4.2.4 Pengaruh Cekaman Timbal (Pb) terhadap Kandwgan Klorofil
Peningkatan kandungan klorofil a dan b''menyebabk@mampuan
dalam menangkap energi radiasi cahaya. Klorofia lol berperan dalam. proses
fotosintesis  tanaman. Klorofil b berfungsi sebagatena fotosintetik yang
mengumpulkan cahaya. Peningkatan kandungan. klobofiberkaitan dengan
peningkatan protein klorofil sehingga akan meniriga efisiensi fungsi

fotosintetik. Klorofil b berfungsi sebagai-antenang mengumpulkan cahaya
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untuk kemudian ditransfer ke pusat reaksi,. Pusaitsietersusun dari klorofil a.
Energi cahaya akan diubah menjadi energi kimiaudiap reaksi' yang kemudian
dapat digunakan untuk proses reduksi dalam fow&smt Tanaman jagung yang

mengalami cekaman Pb menunjukkan perbedaan kandukiagyafil (Gambar 5).
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Gambar 5. Kandungan Total-Klorofil

Perlakuan pemberian Pb 4 gr, 8'gr dan 16 gram, m@mabepengaruh
terhadap kandungan-klorefil yang - ditunjukkan = deng&ecenderungan
meningkatnya kandungan: klorofil ‘pada setiap tanam@emakin banyak
perlakuan Pb yang diberikan ternyata memberikarygrei yang baik terhadap
kandungan klorofil.. Kandungan klorofil yang semaknm@eningkat menunjukkan
upaya tanaman untuk beradaptasi dengan kondisiungan yang kurang baik
dengan semakin meningkatkan kandungan klorofilngeuku mempertahankan
keberlangsungan proses fotosintesis. Dixon danaRdi®95) menyatakan bahwa
pada dasarnya ada dua macam strategi tumbuhan dap#t mengatasi suatu
cekaman, yaitu pertama dengan memperbaiki kerusgikag ditimbulkan, dan
yang kedua dengan melalui mekanisme pertahananadenggngakumulasi
senyawa proteksi. Kedua strategi dapat bekerjar@adoarsamaan, dan saling
melengkapi. Misalnya saja senyawa isoflavonoid pasi@bidopsis yang
biosintesisnya. ditujukan untuk melindungi” dari lsakan dan kematian sel
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dengan mencegah dimerisasi pada DNA. Biosintesftai®noid tersebut dipicu
oleh cekaman UV-B.

Peningkatan kandungan klorofil mengakibatkan pgatan laju proses
fotosintesis sehingga hasil proses fotosintesisa jugeningkat. Perubahan
kandungan, klorofil akibat meningkatnya konsentili terkait dengan struktur
kloroplas. Pembentukan struktur kloroplas sangagmyaruhi oleh nutrisi mineral
seperti Mg dan Fe. Masuknya logam berat secaralbkedn pada tumbuhan,
misalnya logam berat Pb akan menambah asupan Mg F#ansehingga
menyebabkan perubahan pada volume dan jumiah késrgfiKovacs, 1992).

Kandungan klorofil.berkorelasi-positif dengan kangan nitrogen daun,
sehingga dapat dijadikan indikator -laju fotosirde¢bampson et al.; 2003;
Fracheboud, 2006). Menurut, Sampson (2003) dan Ebachl’ (2006), kadar
klorofil dapat dijadikan indikator yang sensitifidisi fisiologis suatu tumbuhan,
karena kandungan kilorofil berkorelasi positif demdgandungan nitrogen daun,

sehingga dapat dijadikan indikator laju fotosirgesi

4.3 Pengaruh Cekaman Timbal (Pb) terhadap 'BeraKering Tanaman
Pertumbuhan _merupakan pertambahan ' dalam : baharat Bering
merupakan. ukuran ‘yang .telah diterima secara umuaik ldari tanaman
seluruhnya atau bagian — bagianya. Berat basahbatai segar suatu tanaman
mengalami perubahan besar dalam status airnya dafakiu tertentu, dapat
berubah — ubah dalam waktu sehari. Berat kerindy leéik daripada berat segar,
karena paling sedikit 90 % bahan kering tanamarahdhasil fotosintesis.
Analisis pertumbuhan dinyatakan dengan' berat keringuk mengukur
kemampuan tanaman sebagai penghasil fotosintataniam jagung yang
mengalami cekaman timbal menunjukkan perbedaat kering (Gambar 6).
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Berat kering tanaman merupakan respon dari kemamiaur@man dalam
menangkap energL ‘pada proses fotosinteSsmakin menurun berat kering
tanaman menunjukan bahwa prosés fotosintesis auer}allrang balk sehingga
pertSmbuhan tanaman kurang optim&kenomena ini menunjukkan bahwa berat
kering sangat dlpengaruhl fiksasi @@ang_.diambil secara acak dan secara
kebetulan \oleh tanaman Gardger \3(1991) menyatabalwa berat kering total
merupakan akibat dari penﬂ‘ﬁbunan hasil bersih mmCQ sepanjang musim
pertumbuhan, karen% asimilasi g:merupakan haS|I penyerapan energi matahari
dan akibat rqgla5| matahari, berdasarl§arix Readaalrm"au didistribusikan secara
merata ke seluruh permukaan bum| Maka faktor a@mmg mempengaruhi berat
kering total hasil panen adalah radiasi matahangydiabsorbsi dan fiksai GO
secara acak. Kontaminasi Pb dalam tanah tidak hamgr@mbulkan perubahan
aktivitas ‘mikroorganisme tanah dan mengakibatkarupman kesuburan tanah
tetapi juga langsung mempengaruhi perubahan infigikéogis dan, lebih jauh
lagi, mengakibatkan penurunan hasil (Majer, 2002).
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4.4 Pengaruh Cekaman Timbal (Pb) terhadap Tinggranaman

Pertumbuhan tanaman sering didefinisikan sebag@ampbahan ukuran,
berat atau jumlah sel. Ukuran tanaman sebagaiatahidapat dilihat secara satu
dimensi (misalnya dengan mengukur tinggi tanamdng dimensi (misalnya
dengan mengukur total luas permukaan daun), ajawdtmensi (misalnya dengan
mengukur volume akar). Selama pertumbuhan dan ypérkeganya tanaman
akan membentuk bermacam-macam organ. Secara ungan tanaman terdiri
dari organ vegetatif dan organ generatif,.Akarabgtdan daun dikelompokkan
sebagai organ vegetatif. Sedangkan bunga buah igadignlongkan sebagai
organ generatif. Organ vegetatif akan terbentukhledowal dibanding organ
generatif. Fase dimana tanaman hanya membentuk arggetatif dinamakan
fase pertumbuhan. vegetatifPertumbuhan vegetatif dicirikan 'dengan berbagai
aktifitas “pertumbuhan dan perkembangan tanaman venigubungan dengan
pembentukan meristem apikal atau. lateral dan téukemenjadi batang dan
cabang, ekspansi sistim perakaran, dan’' pembesaaan (Lakitan, 1996).
Penemuan lintasan fotosintesis C4 (Hatch, 1970enaaigkan bahwa daun — daun
jagung mempunyai-laju fotosintesis yang tinggigkiat kompensasi GO yang
rendah, dan tidak jenuh cahaya untuk fotosintetialpun dalam cahaya matahari
penuh “(Hesketh, 1962). .Ffanaman jagung yang mengalekaman Pb

menunjukkan. perbedaan tinggi tanaman (Gambar 7).
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Gambar 7. Tinggi Tanaman
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Tinggi tanaman merupakan salah satu:cerminan yamghuktikan bahwa
tanaman mampu tumbuh dengan baik pada kondisiumggn tercekamringgi
tanaman mengambarkan terjadinya proses pertumbdihdaerah meristematik,
ujung dan apikal. Peningkatan tinggi tanaman jagung berarti .akan
meningkatkan‘pula jumlah daun yang terbentuk a&atlsegar biomassa. Tinggi
tanaman merupakan ukuran:tanaman yang sering-didaiktsebagai indikator
pertumbuhan maupun sebagai parameter yang digunakémk mengukur

pengaruh lingkungan atau perlakuan yang.diteraf&aompul, 1995).
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BAB 5. SIMPULAN DAN'SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkamagabberikut :

1. Perlakuan Cekaman Pb mempengaruhi sifat fisiol@giaman jagung
terutama kandungan PEPC dan Rubisco yang semakamingkat
kandunganya.

2. Kandungan total protein terlarut'tidak terjadi pmkatan, sedangkan

kandungan total klorofil rata-rata terjadi-peniagiq.

5.2 Saran

Sebaiknya ' perlu dilakukan penelitian lehih' lanjuituk- mendapatkan
informasi yang lebih lengkap ~mengenai protein -tgro yang mengalami
perubahan selama stress Pb sehingga dapat digusakeagai acuan dalam

rangka ‘pemuliaan tanaman jagung melalui rekayasetiga.
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LAMPIRAN

lampiran 1. ANALISA WESTERN BLOT ENZIM RUBISCO

7
‘\

e WS

Q-

o = \C

Iampira&B\ Pengukuran Luav\%“ aBlot aengan Mengunak@@\Beta 8.3 of
'~ Scion Image tR@ ows

Langkah Iéﬁgkah dalam mengL\k,ur aambar mengunaicgnam Scion
Image adalah benkut o X | ¥ “\w
1. Pengambilan Objek Gambar :
Objek gambar yang akan diukur merupakan hasilisanavestern blot
protein PEPC dan Rubisco.
2. Perubahan Format Objek Gambar
Gambar yang telah diambil kemudian dirubah dalammét gambar
TIFF (Tag Image File Format) atau BMP (Windows Bapi Untuk merubah

format dapat mengunakan program Photoshop-ataugmogACDsee yang
dimiliki oleh Windows.
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3. Pengukuran pada Scion Image terdiri atas LUT, TBobs, Info Box, Map,
dan Tools Bar.

Hal pertama yang dilakukan untuk memulai pengukysada program
Scion .Image adalah membuka gambar yang akan. dilkie. dapat
diambil dengan klik File'kemudian Open (CTRL + ®&emudian gambar

dapat diambil pada folder gambar tersebut disimpan.
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Gambar 8 Tampilan Objek dan ‘Skala pada Scion Image

Untuk mengakuratkan pengukuran, objek gambar dipan kalibrasi
mengunakan sebuahsskala. Kalibrasi-ini mengunakalrstaight line yang
dapat ditemukan pada box tools. Garis:ini diganpaaa objek yang akan
diukur sama panjangnya dengan skala perbesaran.

Langkah berikutnya adalah menganalisis-garis yalaiptdigambar sesuai
pengukuran yang diinginkan (misal dalam centimeieajhgkah ini dapat

dilakukan dengan meng-klik menu Analyze kemudidih Fet Scale.

Moswaed Dinece: [Tiamin | PR {

Kreven Distarc [1{'2-
Posad Auspact Rty [10000

Uirite - [Coxkmette: =]

Scale [TTRTI0 - poenl pee [

|
|

Gambar 9. Tampilan Menu Set Scale
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Langkah selanjutnya menganti box Units dengan sateamtimeter atau sesuai
dengan satuan dalam skala yang digunakan. Apdtala yang dipakai adalah '1
cm, maka pada box Known Distance diisi dengan ntéd@sm angka  1.00.
Setelah selesai klik tombol OK atau tekan Enter.

Sebelum dilakukan: pengukuran objek dirubah ddlamat grayscale
dengan meng-klik menu Option kemudian ThresholchgBkuran luas area Blot
dilakukan dengan mengunakan tool Magic Stick, keamudlik kursor pada objek
yang akan diukur. Untuk mengetahui nilai pengukuwlangan meng-klik menu
Analyze dan memilih'Measure, atau dengan menekahdbCTRL+1. Luas area
dari hasil pengukuran objek dapat dilihat pada da. Hasil pengukuran juga
dapat, dilihat dengan memilih. menu Show Result. pa@u Analyze, atau

menekan tombol CTRL+2.

lampiran 4. Kandungan Klorofil

Perlakuan Ulangan Jumlah Rata-rata
1 2 3
PO 1.78 2,74 2.20 672 2.240
P1 2.12 1.99 2.13 6.24 2.080
P2 2.98 3.29 3.41 9.68 3.227
P3 3.97 4.09 3:75 11.81 3.937
Jumlah 10.85 12:11 12.49 34.45
Rata-rata 2.713 3.028 2.873 2.871
Sidik Ragam
Sumber dB~  Jumlah Kuadrat - cE-hitung F-tabel
Keragaman Kuadrat  Tengah 5% 1%
Rerlakuan 3 6.858 2.286 28.876 ** 4.07 7.59
Galat 8 0.633 0.079
Total 11 7.491

Berbeda sangat
nyata
cv = 9.80%

Keterangan: **
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Parameter : Kandungan Klorofil
KT Galat =-70.0791667
dB Galat = 8
SD = 0.1624466
Perlakuan P1 PO P2 P3
Rata-rata 2.080 2:240 3:227 3.937
p 2.000 3.000 4.000
SSR 5% 3.260 3.390 3.470
DMRT 5% 0.530 0.551 0.564
Beda rata-rata
P1 0.160 1.147 1.857
PO 0.987 1.697
P2 0.710
Notasi C © b a
Tabel Uji Beda Jarak Berganda Duncan
Perlakuan Rata-rata Rank SSR 5% DMRT 5% Notasi
P3 3.937 1 3.470 0.564  a
P2 3.227 2 3.390 0.551" b
PO 2.240 3 3.260 0.530 c
P1 2.080 4 c
Keterangan : Angka yang.diikuti huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak nyata
pada Uji Duncan taraf 5%.
Lampiran 5. Kandungan Total Protein
Perlakuan Ulangan Jumlah Rata-rata
1 2 3
PO 3.78 3.30 2.87 9.95 3.317
P1 3.38 2.87 3.29 9.54 3.180
P2 2.24 3.38 3.33 8.95 2983
P3 2.38 2.01 2.46 6.85 2.283
Jumlah 11.78 11.56 11.95 35.29
Rata‘rata 2.945 2.890 2.988 2.941
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Sumber dB  Jumlah Kuadrat F-hitung F-tabel
Keragaman Kuadrat Tengah 5% 1%
Perlakuan 3 1.898 0.633 3.356 ns 4,07 7.59
Galat 8 1.508 0.188
Total 11 3.406
Keterangan ns - Tidak berbeda nyata

cv= 14.76%

Uji Beda Jarak Berganda Duncan

Parameter Kandungan Protein

KT Galat = 0.1885

dB Galat 8

SD = 0.2506658

Perlakuan P3 R2 P1 PO

Rata-rata 2.283 2.983 3.180 3.317

p 2.000 3.000 4.000

SSR 5% 3.260 3.390 3.470

DMRT 5% 0.817 0.850 0.870

Beda rata-rata

P3 0:700 0.897 1.033

P2 0.197 0.333

P1 0.137

Notasi b ab a a

Tabel Uji Beda Jarak Berganda Duncan

Perlakuan Rata-rata Rank SSR 5% DMRT 5% Notasi

PO 3.317 1 3.470 0.870 . a
P1 3.180 2 3.390 0.850 a
P2 2.983 3 3.260 0.817 ab
P3 2.283 4 b

Keterangan : Angka yang diikuti huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak nyata

pada Uji Duncan taraf 5%.



