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RINGKASAN

Respon Pertumbuhan dan Ekspresi Gen Ascorbate Peroxidase Pada Umur
Bibit Melinjo yang Berbeda Setelah Cekaman Kekeringan; Laras Sekar
Arum, 101510501140; 2014; 51 Halaman; Program Studi Agroteknologi, Fakultas
Pertanian, Universitas Jember.

Kekeringan merupakan salah satu faktor utama yang dapat menekan
pertumbuhan dan hasil, dengan mengakumulasi senyawa radikal bebas pada
tanaman. Tanaman dapat membentuk beberapa mekanisme pertahanan terhadap
cekaman kekeringan, dengan produksi senyawa antioksidan. Salah satu
antioksidan yang berperan penting adalah enzim ascorbate peroxidase (APX).
Ketahanan tanaman terhadap cekaman kekeringan juga bergantung tahap
pertumbuhan tanaman. Adanya cekaman kekeringan pada tahap pertumbuhan
yang lebih tinggi diduga mampu meningkatkan ekspresi gen APX. Ekspresi gen
APX vyang teridentifikasi dapat dimanfaatkan sebagai bahan genetik untuk
menghasilkan tanaman toleran kekeringan.

Penelitian ini dilakukan dengan perlakuan cekaman kekeringan
menggunakan polietilena glikol (PEG) 15%, pada beberapa umur bibit melinjo, 1
bulan (U1), 2 bulan (U2), 3 bulan (U3), dan 4 bulan (U4). Parameter yang diamati
adalah tinggi tanaman, berat basah total, rasio akar:tajuk, luas daun, kandungan
klorofil total, pita DNA APX, disertai dengan aktivitas enzim APX. Penelitian ini
menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) faktorial dengan 2 faktor, Data hasil
Percobaan dianalisis menggunakan analysis of variant (ANOVA) dan jika
terdapat perbedaan nyata maka dilanjutkan dengan uji Duncan pada taraf 5%.
Hasil percobaan menunjukkan bahwa pertumbuhan bibit melinjo cenderung
lebih rendah pada perlakuan PEG 15% namun mengalami peningkatan pada umur
yang lebih tinggi. Sedangkan ekspresi gen APX pada PEG 15% lebih besar,
disertai dengan peningkatan aktivitas enzim APX sebesar 96.2%. Bibit umur 4
bulan cenderung memiliki kemampuan ketahanan yang lebih besar berdasarkan
responnya terhadap ekspresi dan aktivitas enzim APX, serta beberapa parameter

pertumbuhan bibit dengan nilai yang lebih besar.
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SUMMARY

Growth Response and Ascorbate Peroxidase Gene Expression of Melinjo
(Gnetum Gnemon L.) Seedling in Different Ages Under Drought Stress; Laras
Sekar Arum, 101510501140; 2014; 51 Pages; Study Program of Agrotechnology,
Faculty of Agriculture, University of Jember.

Drought is one of the major factors that influence the growth and crop
yield by accumulation of free radical compounds in plants. Plants can develop
several defense mechanisms to drought stress, such as production of antioxidant
compounds. One that is important as antioxidant compound is APX, which can be
analyze by expression of APX gene. Plant resistance to drought stress also
depends on the stages of plant growth. The existence of drought stress on a higher
growth stage coould increase the expression and enzyme activity of APX.
Identified APX gene expression can also be used as genetic material to produce
drought-tolerant plants.

This research was conducted with drought stress treatment with 15% PEG
on several melinjo seedlings, which indicated has a high antioxidant compounds
to scavenge free radicals in plants. Parameters observed in plant height, total fresh
weight, ratio of root : shoot, leaf area, total chlorophyll content, DNA bands of
APX, and APX enzyme activity as a product of APX gene expression. The
research used completely randomized design, and the results were analyzed by
analysis of variance with 2 factors that followed by Duncan test in a=5%. The
result showed that most of the growth characters and total chlorophyll content
were reduced in 15% PEG treatment, but increased at higher seedling age. While
the APX gene expression and enzyme activity at 15% PEG were increased about
96.2%. Melinjo seedlings on 4 months old were likely have a greater resistance
capability compared with other seedling age, judging by his response to the gene
expression of APX , as well as some growth parameters of seedlings with greater

value.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Cekaman kekeringan pada tanaman terjadi ketika air di dalam tanah atau
media tanam kurang tersedia, sehingga kebutuhan air untuk tumbuh dan
berkembang belum tercukupi. Cekaman kekeringan dapat meningkatkan
konsentrasi reactive oxygen species (ROS) dapat menyebabkan kerusakan
oksidatif pada level seluler (Yoshimura et al., 2000). Astuti (2008) menyatakan
terjadinya akumulasi ROS dapat menghancurkan makromolekul penyusun
membran organel atau sel, hal ini dapat mengakibatkan kematian sel. Kerusakan
sel tersebut dapat mengakibatkan pertumbuhan dan perkembangan tanaman
kurang optimal, sehingga dapat menurunkan produktivitasnya.

Tanaman akan membentuk mekanisme adaptasi tertentu, salah satunya
dengan mengekspresikan gen yang spesifik, yang dapat berperan langsung dalam
meminimalisir berbagai kerusakan akibat peningkatan akumulasi ROS. Gen yang
terekspresi tersebut dapat membentuk suatu produk, salah satunya adalah
antioksidan yang dapat berperan dalam mencegah kerusakan sel dan menjaga
keseimbangan metabolisme seluler (Rachhi, 2013). Yoshimura et al., (2000)
menyatakan bahwa antioksidan yang memiliki peran utama dalam menetralisir
toksisitas ROS dalam bentuk H,O, menjadi H,O adalah ascorbate peroxidase
(APX).

Melinjo merupakan salah satu tanaman model yang tepat untuk melakukan
percobaan tersebut. Manner and Craig (2006) menyatakan bahwa tanaman
melinjo memiliki sifat toleran terhadap cekaman kekeringan. Adanya sifat
tersebut diharapkan dapat menunjukkan kemampuan tolereansi tanaman terhadap
cekaman kekeringan yang di dalamnya terkandung gen APX. Selain itu, tanaman
ini juga berpotensi sebagai sumber bahan genetik untuk merakit tanaman tahan
kekeringan. Melinjo (Gnetum gnemon L.) juga merupakan tanaman berbiji

terbuka yang berpotensi untuk dikembangkan secara komersial dikarenakan daun,
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bunga, biji, dan kulit biji melinjo dapat digunakan sebagai makanan olahan dan
bahan nutraseutikal yang bermanfaat bagi kesehatan manusia. Biji melinjo
mengandung 9-10% protein dengan aktivitas antioksidan yang cukup tinggi,
sehingga dapat berpotensi sebagai sumber bahan alami untuk menangkal radikal
bebas dari lingkungan (Siswoyo et al., 2011).

Oleh karena itu perlu dilakukan suatu percoban untuk mengetahui
kemampuan toleransi tanaman melinjo terhadap cekaman kekeringan dengan
mengidentifikasi pertumbuhan dan ekspresi gen APX pada umur tanaman yang
berbeda. Hal ini berkaitan dengan Caverzan et al. (2012) yang menyatakan bahwa
ekspresi gen APX pada saat transkripsi di berbagai jaringan tanaman juga
bergantung pada tahap pertumbuhan dan perkembangan tanaman tersebut.
Dengan demikian juga dapat diketahui respon bibit melinjo dengan cekaman
kekeringan pada tahap pertumbuhan yang berbeda. Adapun simulasi cekaman
kekeringan ini dilakukan dengan pengaplikasian senyawa osmotikum, polietilena
glikol (PEG), yang dapat menurunkan serapan air pada akar dari dalam media
(Dodd and Danovan, 1999).

1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana respon pertumbuhan maupun ekspresi gen APX bibit melinjo
terhadap cekaman kekeringan menggunakan PEG?

2. Bagaimana respon pertumbuhan dan ekspresi gen APX bibit melinjo dengan
umur yang berbeda?

3. Bagaimana respon pertumbuhan maupun ekspresi gen APX bibit melinjo
terhadap interaksi umur bibit yang berbeda dan cekaman kekeringan

menggunakan PEG?

1.3 Tujuan

1. Mengetahui respon pertumbuhan dan ekspresi gen APX bibit melinjo terhadap
cekaman kekeringan menggunakan PEG.

2. Mengetahui respon pertumbuhan dan ekspresi gen APX bibit melinjo pada

umur yang berbeda.
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3. Mengetahui respon pertumbuhan maupun ekspresi gen APX bibit melinjo
terhadap interaksi umur bibit yang berbeda dan cekaman kekeringan

menggunakan PEG.

1.4 Manfaat

1. Menambah referensi ilmiah mengenai respon tanaman terhadap cekaman
kekeringan berdasarkan pertumbuhan dan ekspresi gen di dalamnya.

2. Terdeteksinya gen APX pada bibit melinjo dapat berperan sebagai langkah
awal identifikasi gen APX, yang nantinya berpotensi sebagai bahan genetik
dalam pemuliaan tanaman dalam menghasilkan tanaman toleran terhadap

kekeringan.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Cekaman Kekeringan

Cekaman kekeringan pada tanam an dapat disebabkan oleh kekurangan
suplai air di daerah perakaran dan permintaan air yang berlebihan pada daun
akibat transpirasi yang lebih tinggi. Tanaman yang mengalami kekeringan dapat
memperbaiki status air dengan mengubah distribusi asimilat baru untuk
mendukung pertumbuhan akar daripada tajuk sahingga meningkatkan kapasitas
akar untuk menyerap air. Cekaman kekeringan juga dapat mempengaruhi reaksi
biokimia fotosintesis sehingga laju fotosintesis menurun, salah satu yang paling
sensitif adalah biosintesis klorofil (Ai, 2011).

Menurut Nurhayati (2006), respon tanaman terhadap defisiensi air
bergantung pada tingkat dan lama stress, genotipe, serta tahap pertumbuhan. Pada
tingkat sel dapat menginduksi gen yang mengalami cekaman defisiensi air
sehingga mengakibatkan perubahan ekspresi gen tersebut. Bray (1993)
menyatakan bahwa respon tanaman terhadap defisiensi air diawali dengan adanya
sinyal transduksi, kemudian akan mempengaruhi perubahan tingkat sel, fisiologis,
dan tingkat pertumbuhan tanaman.

Cekaman kekeringan dapat menginduksi terjadinya akumulasi ROS yang
menyebabkan gangguan oksidatif pada protein, lemak, dan asam lemak. Salah
satu mekanisme tanaman menghadapi cekaman tersebut adalah dengan
membentuk reaksi antioksidatif dengan meningkatkan aktivitas antioksidan yang
dapat berperan dalam mekanisme toleran terhadap cekaman kekeringan yang
dialami, dengan cara menghilangkan toksisitas dari ROS. Hal tersebut dapat
terjadi dengan adanya aktivasi ekspresi gen tertentu. Identifikasi terhadap ekspresi
gen tersebut menjadi suatu hal yang penting agar dapat menjelaskan mekanisme

adaptasi molekuler pada tanaman terhadap cekaman kekeringan (Jiang, 2010).
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2.2 Polietilena Glikol (PEG)

Percobaan lapang mengenai cekaman kekeringan cukup sulit untuk
dilakukan berkaitan dengan kondisi lingkungan yang kurang signifikan, juga
kemungkinan adanya interaksi antara kekeringan dengan cekaman abitok lainnya.
Salah satu alternatif untuk menginduksi cekaman kekeringan yaitu larutan PEG
juga dapat dilakukan untuk skrining plasma nutfah. PEG 6000 merupakan larutan
non ionik yang tidak dapat melakukan penetrasi langsung pada jaringan tanaman
(Bibi et al., 2012). Larutan ini dapat menghambat penyerapan air pada akar
berkaitan dengan adanya reduksi dari potensial osmotik (Dodd and Donovan,
1999).

Senyawa PEG bersifat osmotik dan dapat larut dalam air sehingga mampu
menurunkan potensial air dalam media secara homogen. PEG memiliki sifat yang
mudah larut di dalam air yang nantinya bereaksi dan mengakibatkan penurunan
potensial air. Semakin tinggi konsentrasi PEG dalam media menyebabkan
terhambatnya proses osmosis dalam sel sehingga menghambat masuknya air ke
dalam sel (Sutjahjo et al., 2007).

Senyawa PEG 6000 memiliki kemampuan kerja yang lebih baik dibanding
PEG dengan berat molekul yang lebih rendah (Michel and Kaufman 1973).
Menurut Efendi et al. (2010), penyiraman larutan PEG 10% ke dalam media
tanam merupakan kondisi efektif untuk melihat toleransi genotipe jagung terhadap
cekaman kekeringan. Tingkat toleransi terhadap cekaman kekeringan pada setiap
tanaman dapat berbeda-beda, hal ini berkaitan dengan masing-masing karakter

yang dimilikinya.

2.3 Ekspresi Gen

Ekspresi suatu gen ditandai dengan adanya proses transkripsi yang
merupakan tahap sintesis mMRNA dari untai DNA yang mengkode protein. Proses
transkripsi tersebut diikuti dengan translasi yang merupakan tahap sintesis protein
pada ribosom. Ekspresi gen pada eukariot dapat memicu diferensiasi sel dan
jaringan yang dapat berkaitan dengan adanya kemungkinan perbedaan siklus
hidup pada hewan dan tumbuhan (Lodish et al., 2004).
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Ekspresi gen juga berkaitan dengan tingginya faktor transkripsi di dalam
sel yang terinduksi oleh pengaruh lingkungan. Faktor transkripsi berperan penting
dalam meregulasi ekspresi gen pada tanaman terhadap stres. Regulasi terjadi
dengan adanya modifikasi pada level kromatin atau mMRNA, sehingga dapat
menimbulkan ekspresi gen tertentu. Ekspresi gen terhadap cekaman cekaman
kekeringan dapat terlihat melalui morfologi dan fisiologis tanaman (Bhargava and
Kshitija, 2013).

Ekspresi gen dapat dideteksi melalui mRNA karena jumlahnya dapat
berubah-ubah sesuai dengan kondisi lingkungan dibandingkan DNA yang
jumlahnya relatif stabil (Alberts et al., 2008). Selanjutnya, mRNA dikonversi
menjasi complementary DNA (cDNA) dengan menggunakan reverse
transcriptase. Selanjutnya cDNA vyang terbentuk diamplifikasi dengan
polymerase chain reaction (PCR) yang merupakan teknik amplifikasi DNA sesuai
dengan sekuen DNA target spesifik (Ausubel et al., 2003).

2.4 Ascorbate Peroxidase (APX)

APX merupakan salah satu produk seluler di dalam tanaman yang
berperan penting sebagai antioksidan. Ekspresi gen APX bisa diaktifkan melalui
faktor-faktor tertentu seperti serangan patogen, perlukaan tanaman, radiasi UVB,
defisiensi air, cekaman garam, suhu lingkungan yang terlalu tinggi maupun terlalu
rendah, polusi di atmosfer, kelebihan kandungan logam, defisiensi beberapa
kandungan mineral, dan akumulasi herbisida (Dabrowska et al., 2007).

Caverzan et al. (2012) menyatakan bahwa beberapa isoform peroxidase
APX yang berbeda dapat ditemukan di bagian sel secara terpisah, seperti pada
kloroplas, mitokondria, peroksisom, dan sitosol. Respon APX akan secara
langsung terjadi sebagai perlindungan sel tanaman terhadap kondisi lingkungan
yang bersifat merugikan. Tanaman rekayasa yang mengandung gen APX
menunjukkan perubahan pada pertumbuhan tanaman, fisiologi, dan produksi
antioksidan yang berperan sebagai enzim sebagaimana dalam perkembangan

tanaman normal.
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Shikanai et al. (1998) menyatakan bahwa di dalam kloroplas, superoxide
yang terbentuk pada photosistem 1 akibat rendahnya karbondioksida yang
diserap, akan dikonversi menjadi hydrogen peroxide (H.0O,) dan O, oleh enzim
superoxide dismutase (SOD), kemudian dikonversi kembali menjadi air (H20)
oleh enzim APX. Enzim APX merupakan antioksidan yang memiliki peran utama
dalam mengkatalis proses reduksi H,O, menjadi H,O dengan menggunakan
ascorbate sebagai substrat yang akan berperan sebagai donor elektron (Asada,

1999). Mekanisme tersebut dapat dilihat pada Gambar 2.5.

20, H,0
l %0,
2 b CAT
SOD
| NN e S
‘
p
Carotenoids
2
10 . Monodehydro-
- ascorbate
fo) H:O radical

Spontaneusly

[ Dehydroascorbate ].—

Gambar 2.5. Skema mekanisme antioksidan terhadap cekaman lingkungan

Mekanisme sistem antioksidan terhadap cekaman (Gambar 2.5), diawali
dengan terbentuknya ROS, salah satunya adalah superoxide radical (O, ).
Superoxide radical tersebut kemudian dieliminasi oleh enzim superoxide
dismutase (SOD), dari reaksi tersebut terbentuklah H,O, yang kemudian
dikonversi menjadi air (H,O) oleh catalase (CAT) dan APX. Reaksi yang terjadi
pada APX menghasilkan produk samping berupa monodehydroascorbate.
Monodehydroascorbate direduksi oleh monodehydroascorbate reductase (MDHR)

membentuk ascorbate dan bisa juga secara spontan mengalami dismutasi
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membentuk dehydroascorbate yang juga akan membenruk ascorbate dengan
adanya dehydroascorbate reductase (DHR) (Halliwell, 2006).

Selain APX, catalase (CAT) juga memiliki kemampuan mendetoksifikasi
H.0, menjadi H,O. Kemampuan detoksifikasi CAT dirasa kurang efektif jika
dibandingkan dengan APX, afinitasnya lebih rendah dibandingkan APX dengan
nilai Km sebesar 0.047 hingga 1.1 M (Halliwell, 1974). Sedangkan APX memiliki
nilai Km sebesar 0.003 M. Hal ini mengindikasikan bahwa enzim APX memiliki
kemampuan detoksifikasi terhadap H,O, lebih besar dibandingkan dengan CAT
(Frederick et al., 2000).

Gaman (1992) menyatakan bahwa, terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi
aktivitas enzim, antara lain konsentrasi enzim, konsentrasi substrat, suhu, pengaruh pH,
dan senyawa inhibitor. Semakin besar konsentrasi enzim pada konsentrasi substrat
tertentu dapat meningkatkan kerja suatu enzim. Terjadinya perubahan konsentrasi
substrat dengan konsentrasi enzim yang tetap juga dapat mempengaruhi kecepatan reaksi
enzim. Enzim akan cenderung bereaksi secara lambat pada suhu rendah dan akan bekerja
lebih cepat pada suhu yang tinggi hingga batas tertentu, jika terlalu tinggi enzim akan
mengalami denaturasi yang akan mengakibatkan kecepatan reaksinya menurun.
Perubahan pH dapat mempengaruhi aktivitas enzim, dikarenakan pH yang terlalu rendah
atau terlalu tinggi dapat memicu terjadinya proses denaturasi yang akan mengakibatkan
menurunnya aktivitas enzim.

Ascorbate merupakan substrat yang digunakan oleh enzim APX dalam mereduksi
H,O, menjadi H,O. Enzim APX sangat sensitif terhadap konsentrasi ascorbate
sebagai substrat, jika konsentrasi ascorbate terlalu rendah (di bawah 20uM) maka
APX akan menjadi tidak stabil dan mengalami penurunan aktivitas (Dabrowska et
al., 2007). Enzim APX stabil dengan pH optimum sebesar 7.5 (Camillo et al.,
2013), dengan suhu optimum sebesar 50°C, dan akan terhambat dengan adanya
citric acid sebagai senyawa inhibitor, terutama pada konsentrasi 0.8M (Zou et al.,
2012). Aktivitas enzim APX juga dapat mengalami penurunan dikarenakan
terjadinya penghambatan akumulasi APX pada level transkripsi (Tarantino et al.,
2005).
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2.5 Tanaman Melinjo (Gnetum gnemon L.)

Melinjo (Gnetum gnemon L.) merupakan salah satu jenis tanaman berbiji
terbuka atau disebut juga gymnospermae. Melinjo dapat ditanam di berbagai
kondisi tanah, baik tanah liat, tanah berpasir, maupun tanah kapur, dan dapat
tumbuh di daerah pantai yang cenderung panas hingga di daerah pegunungan
dengan ketinggian 1200 meter di atas permukaan laut (Sunanta, 1991).

Menurut Purnomosidhi et al. (2002), tanaman melinjo cukup mudah
dibudidayakan dengan tidak membutuhkan tempat tumbuh dan kondisi tanah yang
khusus untuk pertumbuhan dan perkembangannya. Pupuk dasar untuk tanaman
melinjo cukup dengan memberikan pupuk kandang pada masing-masing lubang
tanam dan disertai dengan pemupukan susulan yang dilakukan dua kali 1 tahun
sejak umur 1-11 tahun. Hasil panen melinjo dapat berupa buah, bunga, dan daun.

Melinjo dapat tumbuh secara alami di hutan tropis dan juga ditanam
sebagai tanaman budidaya di kebun buah maupun di pekarangan rumah. Tanaman
ini mampu tumbuh dengan baik pada lingkungan penuh penyinaran maupun di
bawah naungan, sehingga dapat ditanam bersamaan dengan beberapa tanaman
lainnya, seperti durian (Durio spp.), Pandanus spp, rambutan (Nephelium
lappacum), dan Parkia sp. Melinjo juga memiliki kemampuan toleran terhadap

kondisi kekeringan (Manner and Craig, 2006).

2.6 Hipotesis
Berdasarkan latar belakang, tujuan, dan pustaka, maka hipotesis yang

diajukan yaitu:

1. Cekaman kekeringan menggunakan PEG berpengaruh nyata terhadap
pertumbuhan dan ekspresi gen APX bibit melinjo.

2. Beda umur bibit melinjo dapat berpengaruh nyata terhadap pertumbuhan dan
ekspresi gen APX.

3. Interaksi cekaman kekeringan menggunakan PEG dan beda umur bibit melinjo
dapat berpengaruh nyata terhadap pertumbuhan dan ekspresi gen APX.
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BAB 3. METODOLOGI

3.1 Waktu dan Tempat

Percobaan mengenai respon pertumbuhan dan ekspresi gen ascorbate
peroxidase pada melinjo (Gnetum gnemon L.) setelah cekaman kekeringan ini
dilaksanakan pada Bulan Juli 2014 sampai dengan Februari 2015, di
Agroteknopark dan Center for Development of Advance Sciences and Technology
(CDAST), Universitas Jember.

3.2 Bahan dan Alat
3.2.1 Bahan

Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain
aquadest, media tanam berupa pupuk kandang, pasir, dan tanah dengan
perbandingan 1:1:1, PEG 6000, nitrogen cair, bahan isolasi RNA dalam
NucleoSpin  RNA Plant Kit, ascorbic acid 5 mM, H,0, 30%, serta berbagai
bahan pendukung lainnya.

3.2.2 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain, polybag, timba,
timbangan, mortar dan stamper, mikropipet, sentrifuge Hitachi CF15RXII, tabung
reaksi, spektrofotomer Hitachi U-2900, unit PCR, serta berbagai alat pendukung

lainnya.

3.3 Rancangan Percobaan

Percobaan ini menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) faktorial yang
terdiri atas dua faktor dengan 3 ulangan. Adapun perlakuan yang digunakan dalam
percobaan ini yaitu:

Faktor | adalah perlakuan PEG, meliputi:
PO : PEG 0%
P1:PEG 15% (159/100mL)

10
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Faktor Il perlakuan beda umur tanaman melinjo, meliputi:
U1: Bibit umur 1 bulan
U2: Bibit umur 2 bulan
U3: Bibit umur 3 bulan
U4: Bibit umur 4 bulan

Data hasil perlakuan dianalisis menggunakan analysis of variant
(ANOVA) dan jika terdapat perbedaan nyata maka dilanjutkan dengan uji Duncan
pada taraf 5%.

3.4 Pelaksanaan Percobaan

Percobaan ini dilaksanakan secara bertahap, antara lain pembuatan media,
adaptasi tanaman dan aplikasi PEG, isolasi RNA, polymerase chain reaction
(PCR), elektroforesis DNA hasil PCR, aktivitas enzim APX, kandungan Klorofil

total.

3.4.1 Pembuatan Media Tanam

Media tanam yang digunakan berupa tanah, pasir, dan kompos dengan
perbandingan 1:1:1. Seluruh komponen media tanam dicampur merata sesuai
dengan perbandingan masing-masing kemudian dimasukkan ke dalam polybag
berukuran 10 x 15 cm. Sebelum digunakan untuk penanaman, media dijenuhkan
2 hari dan diikuti dengan pengukuran kapasitas lapang media.

3.4.2 Penanaman Bibit dan Aplikasi PEG

Bibit melinjo diambil dari koleksi Laboratorium Analisis Tanaman,
Fakultas Pertaian, Universitas Jember, kemudian ditanam ke dalam polybag yang
telah berisi media. Setelah itu, bibit diadaptasikan selama 30 hari di dalam rumah

kaca dan diberi perlakuan PEG 15 % selama 8 hari.

3.4.3 Isolasi RNA
Isolasi RNA menggunakan NucleoSpin  RNA Plant Kit dengan sampel

daun yang sebanyak 100 mg. Sampel digerus dengan penambahan nitrogen cair.
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Sebanyak 350 ul buffer RA 1 dan 3,5 pl B-mercaptoethanol ditambahkan ke
dalam sampel yang sudah digerus, kemudian dituang ke dalam NucleoSpin filter
dan di sentrifus pada kecepatan 11.000 rpm selama 1 menit. Supernatan yang
didapat ditambahkan dengan 350 pl ethanol 10% dicampur hingga homogen.
Supernatan dituangkan dalam NucleoSpin RNA Plant column dan disentrifus
pada kecepatan 11.000 rpm selama 30 detik. Kemudian 350 pl Membrane
Desalting Buffer (MDB) ditambahkan ke dalam supernatant, di sentrifus pada
kecepatan 11.000 rpm selama 1 menit. Sebanyak 95 pl rDNase ke dalam
supernatant dan diinkubasi selama 15 menit pada suhu ruang. Supernatan dicuci 3
kali dengan penambahan 200 pul RAW?2 (pencucian pertama), 600 pl RA3
(pencucian kedua), 250 pl RA3 (pencucian ketiga). Pencucian pertama dan kedua,
supernatant di sentrifus pada kecepatan 11.000 rpm selama 30 detik, sedangkan
pada pencucian ketiga di sentrifus pada kecepatan 11.000 rpm selama 2 menit.
Setelah pencucian, ditambahkan 60 pl RNAse-free H,O dan di sentrifus selama 1

menit pada kecepatan 11.000 rpm.

3.4.4 Metode Polymerase Chain Reaction (PCR)

Metode PCR diawali dengan tahap pembalikan RNA menjadi cDNA
melalui reverse transcription, menggunakan sampel RNA sebanyak 650 ng
disertai dengan penambahan random hexamers 2pl, dNTP mix sebanyak 4pl, 10x
RT-buffer sebanyak 2 ul, RNase inhibitor sebanyak 1 pl, M-MLV RT sebanyak
1 pl dan nuclease free water hingga total volume 20ul, diinkubasi pada suhu 42°C
selama 1 jam dilanjutkan dengan inkubasi dalam es selama kurang lebih 1 menit.
Hasil DNA dari resverse transcription tersebut digunakan dalam proses PCR.

Proses PCR dilakukan dengan menggunakan total volume 50ul, yang
terdiri dari 1 pl sampel DNA, 2 ul pasangan primer yang terdiri dari APX2
forward: CCATGGTGAAGAAGAGTTACCCGGAAGT dan APX2 reverse:
TCTGAGATTACTCCTTGTCAGCAAACCCGA, 10x Tag-buffer sebanyak 1 pl,
dNTP mix sebanyak 1 pul, e-taq sebanyak 1 ul, dan dd H,O sebanyak 38 ul. Proses
PCR dilaksanakan dalam beberapa tahap, yaitu pre-denaturasi pada suhu 94°C
selama 3 menit, denaturasi pada suhu 94°C selama 30 detik, annealing pada suhu
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58°C selama30 detik, elongasi pada suhu 72°C, dan post-elongasi pada suhu 72°C
selama 7 menit. Hasil PCR kemudian di elektroforesis dan dianalisis ketebalan

pita DNA yang menunjukkan ekspresi gen APX.

3.4.5 Elektroforesis DNA

Elektroforesis DNA diawali dengan pembuatan gel agarose 1% yang
dilarutkan dalam buffer TAE 1x disertai dengan penambahan ethidium bromide
sebanyak 2 pl. Elektroforesis dilakukan pada tegangan 50 volt dengan
memasukkan sampel DNA hasil PCR sebanyak 4 pl.

3.4.6 Analisis Aktivitas Enzim APX

Sampel untuk analisis aktivitas enzim APX menggunakan 0.1 g daun yang
diekstrak dengan menggunakan buffer ekstraksi (buffer phosphate 50mM, Tris-
HCI 50mM dengan pH 7.0, dan Triton X-100 0.2%), kemudian disentrifus pada
suhu 4°C selama 20 menit. Supernatan yang didapat, diambil sebanyak 50 pl
untuk pengukuran aktivitas enzim APX, dengan penambahan 2845,49 ul buffer
ekstraksi, 100 pl ascorbate acid 5mM, dan 4,51 pl H,O, 30%. Selanjutnya
absorbansi diukur dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang 290 nm (Kodkhodaie et al., 2013).

3.4.7 Analisis Kandungan Klorofil

Kandungan klorofil diukur secara spektrofotometri menggunakan metode
Poorter et al. (2011), dengan melarutkan 0.1 gram daun yang telah digerus ke
dalam aceton 80%, kemudian disentrifus dengan kecepatan 4500 rpm. Supernatan
yang didapat digunakan untuk pengukuran absorbansi dengan menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 663 (Agss), 646 (Asss) dan 710 nm
(A710). Kandungan klorofil total diketahui dengan menggunakan rumus:

Klorofil total (mg/L) = 7.18 (Agsz — A710) + 17.32 (Asas — A710)
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3.5 Parameter

1.
2. Aktivitas enzim APX (mmol/menit/g BB)
3.

4. Panjang akar (cm)

8.

Pita DNA hasil elektroforesis

Kandungan klorofil total (mg/L)

Panjang akar diukur mulai dari pangkal batang hingga ujung akar terpanjang

pada masing-masing tanaman. Panjang akar diukur di akhir pengamatan.

. Berat basah total (g).

Berat basah total dilakukan dengan menimbang seluruh bagian tanaman

dengan menghilangkan sisa media di perakaran terlebih dahulu.

. Rasio akar : tajuk (%)

Persentase rasio akar : tajuk diukur dengan membandingkan berat basah akar
terhadap tajuk dengan rumus:

Rasio akar : tajuk (%) = Wa/Wt X 100%

Keterangan:
Wa = berat basah akar (g)
W1 = berat basah tajuk (g)

Luas daun (cm?)

Luas daun diukur dengan metode gravimetri, dengan menggambar daun pada
selembar kertas, membentuk replika daun. Replika tersebut digunting dari
kertas yang berat dan luasnya sudah diketahui, sebelum ditimbang kertas
dioven untuk menghomogenkan berat kertas. Luas daun kemudian ditaksir
dengan perbandingan berat replika terhadap berat total kertas dengan rumus:
Luas daun (cm?) = Wr/Wt X LK

Keterangan:

Wr = berat kertas replika daun (g)

W1 = berat total kertas (g)

Lk = luas total kertas (cm?)

Tinggi tanaman (cm)

Tinggi tanaman diukur dari pangkal batang hingga titik tumbuh tanaman.

Pengukuran dilakukan pada akhir pengamatan.
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Nilai F-Hitung Beberapa Parameter Percobaan
Hasil anova dari beberapa parameter respon pertumbuhan dan ekspresi gen
APX pada melinjo setelah cekaman kekeringan dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1. Nilai F-Hitung beberapa parameter percobaan

Perlakuan
No Parameter Konsentrasi Beda Umur Interaksi
PEG (P) Bibit (U) PxU
1 Aktivitas Enzim APX 14.62*%* 13.11** 0.80"™
2 Kandungan Klorofil 2435.12** 1135.69** 838.96**
Total
3 Tinggi Tanaman 411" 249.40** 8.86**
4 Panjang Akar 22.92** 32.79** 1.50™
5  Berat Basah Total 2.35™ 61.04** 0.66™
6  Rasio Akar:Tajuk 0.98" 10.57** 2.58"™
7 Luas Daun 13.36** 1.40™ 0.49™

Keterangan : ** = Berbeda sangat nyata ; ns = tidak berbeda nyata

Berdasarkan Tabel 4.1, dapat diketahui bahwa terdapat perbedaan yang
sangat nyata pada interaksi antara PEG (0% dan 15%) dan beda umur bibit (1
bulan, 2 bulan, 3 bulan, dan 4 bulan) terhadap parameter kandungan klorofil total
dan tinggi tanaman. Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan umur bibit dan PEG
tidak saling bebas atau saling berpengaruh terhadap tinggi tanaman maupun total
klorofil. Tinggi tanaman dan kandungan klorofil total pada perlakuan beda umur
bibit berbeda untuk masing-masing perlakuan PEG 0% dan PEG 15%, begitu
pula sebaliknya, perlakuan PEG dapat menunjukkan pengaruh yang berbeda pada
bibit umur 1 bulan, 2 bulan, 3 bulan, maupun 4 bulan. Perlakuan PEG pada
parameter aktivitas enzim APX, panjang akar, dan luas daun, berbeda sangat
nyata. Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan PEG dapat memberikan pengaruh
yang sangat nyata terhadap aktivitas enzim APX, panjang akar dan luas daun bibit
melinjo. Beda umur bibit melinjo pada parameter aktivitas enzim APX, panjang
akar, berat basah total, dan rasio akar : tajuk. Hal ini menunjukkan bahwa umur
bibit yang berbeda dapat mempengaruhi aktivitas enzim APX, panjang akar, berat

basah total, dan rasio akar:tajuk bibit melinjo.

15
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4.2 Pengaruh Perlakuan PEG dan Beda Umur terhadap Ekspresi Gen
APX pada Bibit Melinjo

Nurhayati (2006) menyatakan bahwa perubahan ekspresi gen dapat
menunjukkan berbagai respon yang terjadi selama stress dan mengontrol panjang
dan pendeknya respon. Ketika tanaman mengalami cekaman kekeringan, maka
akan menginduksi munculnya suatu sinyal transduksi yang kemudian
menginduksi terjadinya perubahan ekspresi gen. Salah satu gen yang terinduksi
dalam merespon cekaman kekeringan adapah APX. Ekspresi gen APX pada
tanaman yang mengalami cekaman kekeringan cenderung meningkat, sebagai
salah satu mekanisme toleransi tanaman terhadap cekaman kekeringan.
Peningkatan ekspresi gen APX dapat dilihat pada Gambar 4.2.

1500 bp
1000 bp

500 bp

200 bp
100 bp

M A B C D

Gambar 4.2. Hasil elektroforesis DNA setelah PCR, M) marker DNA 1 kb, A)
pita DNA bibit melinjo umur 1 bulan denganPEG 0% (U1P0), B)
pita DNA bibit melinjo umur 1 bulan dengan PEG 15% (U1P1), C)
pita DNA bibit melinjo umur 4 bulan dengan PEG 0% (U4P0),
dan D) pita DNA bibit melinjo umur 4 bulan dengan PEG 15%
(U4P1).

Ketebalan pita DNA yang ditunjukkan pada Gambar 4.2, merupakan
produk PCR dengan menggunakan template cDNA hasil proses polymerase chain
reaction (PCR), template DNA yang digunakan untuk PCR didapat dari hasil
reverse transcription (RT) massanger RNA (mRNA) yang diisolasi dari sampel
daun bibit melinjo pada masing-masing perlakuan. Konsentrasi mRNA yang

didapat dari hasil isolasi tersebut dapat dilihat pada Tabel 4.2. Suatu gen dapat
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dikatakan berekspresi setelah melalui tahap transkripsi atau translasi, dalam hal ini
template mMRNA yang merupakan produk dari proses transkripsi digunakan untuk
mengetahui ekspresi gen APX pada bibit melinjo.

Tabel 4.2 Konsentrasi mMRNA Hasil Isolasi dari Daun Bibit Melinjo

Perlakuan Konsentrasi (1g/g)
U1PO 50.2
U1P1 106.2
U4P0 37.4
U4P1 103.6

Keterangan : U1P0) perlakuan bibit umur 1 bulan dengan perlakuan PEG 0%,
U1P1) bibit umur 1 bulan dengan perlakuan PEG 0%, U4P0) bibit
umur 4 bulan dengan perlakuan PEG 0%, dan U4P1) bibit umur 4
bulan denganprelakuan PEG 15%

Pada Tabel 4.2 tersebut dapat diketahui bahwa bibit dengan perlakuan
PEG 15% pada umur 1 bulan maupun umur 4 bulan (U1P1 dan U4P1) konsentrasi
MRNA yang didapat dari hasil isolasi, lebih besar jika dibandingkan dengan
konsentrasi mMRNA pada bibit dengan perlakuan PEG 0% baik pada bibit umur 1
bulan maupun 4 bulan (U1P0 dan U4P0). Semakin besar konsentrasi mMRNA dapat
mengindikasikan semkain besarnya ekspresi gen yang terbentuk dengan adanya
cekaman kekeringan melalui induksi PEG 15%. Hal ini mengikuti pernyataan
Mercuriani (2006), bahwa ekspresi suatu gen ditandai dengan terbentuknya
MRNA, adanya kondisi cekaman tertentu pada tanaman akan menginduksi
transkripsi mMRNA dari gen-gen yang diduga berperan dalam mekanisme toleransi
tanaman terhadap cekaman tersebut. Hal ini didukung dengan terbentuknya
ekspresi gen APX yang berperan dalam membentuk mekanisme toleransi bibit
melinjo terhadap cekaman kekeringan, yang ditandai dengan ketebalan pita DNA
hasil elektroforesis yang ditunjukkan pada Gambar 4.2.

Berdasarkan Gambar 4.2 tersebut, diketahui bahwa gen APX terekspresi
pada marker DNA 1 kb, sebesar 100 bp. Hasil elektroforesis tersebut
menunjukkan adanya peningkatan ekspresi gen APX pada bibit umur 1 bulan dan
4 bulan dengan perlakuan PEG 15% jika dibandingkakn dengan perlakuan PEG
0%. Ekspresi gen APX juga terlihat meningkat pada bibit umur 4 bulan jika
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dibandingkan dengan bibit umur 1 bulan, baik pada perlakuan PEG 0% maupun
PEG 15%. Peningkatan ekspresi gen APX ini bisa dilihat dari ketebalan pita DNA
tersebut. Semakin tebal pita DNA menunjukkan semakin banyak copy mRNA
yang terbentuk (ekspresi gennya semakin tinggi). Pita DNA yang paling tebal
adalah pada bibit umur 4 bulan dengan perlakuan PEG 15% (U4P1) dan pita
DNA paling tipis terlihat pada bibit umur 1 bulan dengan perlakuan 0% PEG
(U1PO0). Hal ini menunjukkan adanya ekspresi gen APX terbesar pada bibit umur
4 bulan dengan perlakuan PEG 15%, hal ini menunjukkan adanya peningkatan
ekspresi gen APX ketika bibit mengalami cekaman kekeringan sebagai salah satu
upaya pertahanan terhadap radikal bebas akibat cekaman kekeringan. Ekspresi
gen APX pada umur 1 bulan dengan perlakuan PEG 0% tidak terlalu tinggi, hal
ini menunjukkan bahwa pada dasarnya pada bibit melinjo sudah terdapat gen APX
namun masih belum terekspresi secara maksimal. Gen APX dapat berperan
sebagai pengkode enzim antioksidan yang dapat berperan dalam mendetoksifikasi
radikal bebas pada tanaman dengan menggunakan dua molekul asam askorbat
sebagai donor elektron untuk mereduksi H,O, menjadi air yang diiringi dengan
pembentukan 2 molekul monodehydroascorbate (MDHA) (Sharma et al., 2012).
Ekspresi gen APX ini juga berkorelasi positif dengan aktivitas enzim APX,
sebagaimana Bray (1997) yang menyatakan bahwa ekspresi gen menunjukkan
toleransi terhadap cekaman dan mengakumulasi produk gen tersebut sebagai suatu
respon adaptasi terhadap cekaman kekeringan. Aktivitas enzim APX merupakan
bentuk dari akumulasi produk gen APX, semakin tinggi aktivitas enzim APX
menunjukkan semakin banyak enzim yang digunakan dalam mereduksi H,0,
menjadi air. Pada pita DNA hasil elektroforesis menunjukkan adanya peningkatan
pada masing-masing umur bibit pada setiap perlakuan, juga peningkatan yang
cukup signifikan antara bibit umur 1 bulan maupun 4 bulan dengan perlakuan
PEG 15% jika dibandingkan dengan perlakuan PEG 0%. Hal ini menunjukkan
bahwa respon secara biokimia (melalui aktivitas enzim APX) berkorelasi positif
dengan respon molekuler (ekspresi gen APX) terhadap cekaman kekeringan.
Peningktatan DNA hasil elektroforis diikuti pula dengan peningkatan aktivitas
enzim APX. .
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4.3 Pengaruh Perlakuan PEG dan Beda Umur terhadap Aktivitas Enzim
APX pada Bibit Melinjo

Ascorbate peroxidase (APX) merupakan salah satu enzim yang berperan
penting dalam mengeliminasi H,O, yang terdistribusikan pada beberapa bagian
sel, seperti stroma, tilakoid, Kloroplas, dan sitosol (Asada, 1992). Cekaman
kekeringan pada tanaman dapat mengakibatkan peningkatan akumulasi H,O,
yang berperan sebagai radikal bebas pada tanaman. Akumulasi H,O, tersebut
dapat mengakibatkan toksisitas di dalam sel sehingga dapat menimbulkan
kerusakan pada sel, seperti kerusakan lipid, protein, dan asam nukleat. Dengan
demikian, tanaman akan membentuk suatu mekanisme pertahanan di dalam sel,
salah satunya adalah dengan akumulasi enzim. Berdasarkan hasil percobaan,
diketahui bahwa bibit melinjo mengalami peningkatan aktivitas enzim APX pada
perlakuan cekaman kekeringan menggunakan PEG 15%, dapat dilihat pada
Gambar 4.3.1.

1.40 -
2 1.20 -
o0 1.00 7 0.86a
‘2 0.80 -
£0.60 -
2 0.40 A
£ 0.20 -

0.00 ! .
PO Pl

Perlakuan
Gambar 4.3.1. Pengaruh PEG, PEG 0% (PO) dan PEG 15% (P1) terhadap

aktivitas enzim APX. Aktivitas enzim APX ditunjukkan dalam
satuan mmol/menit/ g berat basah (BB).

1.24b

Aktivitas Enzim APX

Berdasarkan Gambar 4.3.1 tersebut, diketahui bahwa aktivitas enzim
APX pada perlakuan P1 memiliki nilai yang lebih besar jika dibandingkan dengan
perlakuan PO, 1.24 mmol/menit/g BB pada perlakuan P1 dan PO sebesar 0.86
mmol/menit/g BB. Adanya cekaman kekeringan pada bibit melinjo dapat

meningkatkan aktivitas enzim APX sebesar 44.19% jika dibandingkan dengan
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bibit melinjo yang tidak mengalami cekaman kekeringan. Hal ini sesuai dengan
Ahmad and Raheem (2011), bahwa aktivitas APX mengalami peningkatan pada
tanaman yang mengalami cekaman kekeringan. Sebagaimana yang telah
dijelaskan, bahwa APX merupakan salah satu enzim antioksidan. Adanya
peningkatan aktivitas enzim APX tersebut merupakan salah satu mekanisme
respon bibit melinjo yang mengalami cekaman kekeringan untuk membentuk
suatu keseimbangan antara antioksidan dan radikal bebas (H,O;) sebagai salah
satu bentuk ketahanan terhadap cekaman kekeringan, agar tanaman mampu tetap
tumbuh dan berkembang secara normal. Sebagaimana yang dinyatakan oleh
Dabrowska et al. (2007) bahwa peran utama APX yaitu mengatur keseimbangan
konsentrasi hidrogen peroksida di dalam sel.

Aktivitas enzim APX ternyata juga terpengaruhi oleh beda umur bibit

melinjo, dapat dilihat pada Gambar 4.3.2

1.80 -
i 1.55b

BB)
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Aktivitas Enzim APX
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Perlakuan

Gambar 4.3.2. Pengaruh beda umur bibit melinjo, umur 1 bulan (U1), 2 bulan
(U2), umur 3 bulan (U3), dan umur 4 bulan (U4), terhadap
aktivitas enzim APX.

Berdasarkan Gambar 4.3.2, perlakuan beda umur bibit melinjo tidak
menunjukkan adanya perbedaan yang nyata terhadap parameter aktivitas enzim
APX pada perlakuan Ul, U2, dan U3, namun menunjukkan perbedaan yang
sangat nyata pada perlakuan U4. Aktivitas enzim APX yang terbesar adalah pada
perlakuan U4 yaitu sebesar 1.55 mmol/menit/g BB atau mengalami peningkatan

sebesar 96.2% jika dibandingkan dengan U1, yang memiliki aktivitas enzim APX
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terendah yaitu sebesar 0.79 mmol/menit/g BB. Hal ini dapat menunjukkan
kemampuan toleransi bibit melinjo pada perlakuan U4 lebih besar dibandingkan
dengan perlakuan U1, U2, maupun U3. Chen et al. (2010) menyatakan bahwa
tingginya kapasitas antioksidan dalam menangkal toksisitas yang diakibatkan oleh
radikal bebas, berkaitan dengan kemampuan toleransi tanaman terhadap cekaman
lingkungan. Peningkatan aktivitas enzim APX pada bibit umur 4 bulan dengan
perlakuan PEG 15%, menunjukkan tingginya kemampuan toleransi bibit tersebut
terhadap cekaman kekeringan yang dialami. Bray (1997) menyatakan bahwa
respon tanaman terhadap cekaman kekeringan juga bergantung pada umur dan
tahap pertumbuhannya.

4.4 Interaksi Antara Perlakuan PEG dan Beda Umur terhadap Kandungan
Klorofil Total Bibit Melinjo

Kandungan klorofil merupakan salah satu komponen pigmen pada daun
yang cukup sensitif terhadap cekaman kekeringan. Kandungan klorofil daun pada
tanaman yang mengalami cekaman kekeringan akan cenderung lebih rendah jika
dibandingkan dengan tanaman yang tumbuh di lingkungan optimal. Pengaruh
interaksi perlakuan PEG dan beda umur bibit melinjo dapat dilihat pada Tabel 4.4.

Tabel 4.4. Interaksi antara perlakuan PEG dan beda umur bibit melinjo terhadap
kandungan klorofil total

Umur
PEG
1 bulan 2 bulan 3 bulan 4 bulan
14.67a 9.84a 12.10a 8.96a
0%
(D) (B) ©) (A)
8.06b 9.02b 11.35b 7.54b
15%
(B) € (D) (A)

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama menunjukan berbeda tidak nyata
pada uji Duncan dengan taraf 5%, Huruf kapital dalam kurung
dibaca horizontal (membandingkan antar perlakuan umur). Huruf
kecil tanpa kurung dibaca vertikal (membandingkan perlakuan PO
dan P1).
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Interaksi antara perlakuan konsentrasi PEG dan beda umur bibit terhadap
kandungan klorofil total pada perlakuan PEG dengan masing-masing umur bibit
yang berebeda menunjukkan hasil yang berbeda nyata, begitu pula sebaliknya,
perlakuan umur yang berbeda pada nmasing-masing perlakuan PEG juga
menunjukkan hasil yang berbeda nyata. Kandungan klorofil yang terbesar terdapat
pada perlakuan umur 1 bulan (U1) dengan PEG 0% (PO), berbeda nyata dengan
perlakuan umur 1 bulan (U1) dengan PEG 15% (P1) maupun umur 2 bulan (U2),
3 bulan (U3), dan 4 bulan (U4) pada perlakuan P0O. Sedangkan nilai kandungan
klorofil terendah adalah pada perlakuan U4+P1, berbeda nyata dengan perlakuan
U4+P0 maupun perlakuan U1, U2, dan U3 pada perlakuan P1. Kandungan
klorofil total pada P1 cenderung lebih rendah dibandingkan dengan perlakuan PO,
baik pada perlakuan U1, U2, U3, maupun U4. Penurunan terbesar terdapat pada
perlakuan U1+P1 terhadap U1+PO vyaitu sebesar 45.1%. Adanya penurunan
kandungan klorofil tersebut menunjukkan bahwa cekaman kekeringan dapat
menghambat proses sintesis klorofil, sehingga dapat menurunkan kandungan
klorofil pada daun (Lisar et al, 2012). Penurunan kandungan klorofil total ini
dapat disebabkan oleh defisiensi air selama cekaman kekeringan yang
memproduksi reactive oxygen species (ROS) seperti H,O, sehingga dapat memicu
peroksidasi lipid yang juga mengakibatkan kerusakan klorofil, ditandai dengan
perubahan warna hijau pada daun menjadi kekuningan (Kumar et al., 2011).
Penurunan kandungan klorofil terbesar ditunjukkan pada umur 1 bulan dengan
perlakuan PEG 15% (U1+P1) jika dibandingkan dengan perlakuan PEG 0% pada
bibit umur 1 bulan (U1+P0), hal ini menunjukkan bahwa bibit yang masih muda
(berumur 1 bulan) cukup rentan mengalami kerusakan klorofil sebagai dampak
terhadap cekaman kekeringan yang dialami. Kemampuan pertahanan bibit umur 1
bulan terhadap ROS tidak terlalu besar jika dibandingkan dengan umur bibit

lainnya, sehingga lebih mudah mengalami kerusakan klorofil.
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4.5 Pengaruh Perlakuan PEG dan Beda Umur terhadap Panjang Akar
Bibit Melinjo
Panjang akar merupakan salah satu indikator pertumbuhan tanaman yang
mengalami cekaman kekeringan. Adanya pengaruh perlakuan PEG dan beda umur
bibit melinjo terhadap panjang akar dapat dilihat pada Tabel 4.5
Tabel 4.5 Pengaruh perlakuan PEG dan beda umur terhadap panjang akar

bibit melinjo
Perlakuan Panjang Akar (cm)

PEG
0% 10.29 b
15% 6.41a
Umur

1 bulan 3.6a

2 bulan 7.48 b

3 bulan 7.62b

4 bulan 14.73 ¢

Keterangan: Angka pada faktor perlakuan yang sama yang diikuti huruf yang
sama menunjukan berbeda tidak nyata pada uji Duncan dengan
taraf 5%.

Berdasarkan Tabel 4.5, menunjukkan bahwa panjang akar pada perlakuan
PEG 0% (PO0) sepanjang 10.29 cm, lebih panjang dibandingkan dengan perlakuan
PEG 15% (P1) yang hanya 6.41 cm. Panjang akar pada perlakuan P1 lebih pendek
jika dibandingkan dengan panjang akar pada perlakuan PO. Penurunan panjang
akar tersebut sebesar 37.7% jika dibandingkan dengan PO. Hal ini menunjukkan
adanya pengaruh cekaman kekeringan terhadap panjang akar bibit melinjo. Pada
penelitian Gani et al. (2000) juga menunjukkan adanya penekanan panjang akar
pada gandum dengan perlakuan cekaman kekeringan jika dibandingkan dengan
tanaman tanpa cekaman kekeringan. Panjang akar dapat mempengaruhi besarnya
serapa air dan hara yang akan ditranslokasikan ke seluruh bagian tanaman.
Ketersediaan air di sekitar perakaran yang terbatas dapat menghambat

perkembangan akar yang kemudian mampu mengganggu penyerapan unsur hara
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oleh akar tanaman (Santosa, 1995). Terhambatnya perkembangan akar tersebut
dapat menghambat pertumbuhan bibit melinjo

Panjang akar terhadap perlakuan beda umur (Tabel 4.5), menunjukkan
bahwa nilai poanjang akar yang terbesar adalah pada perlakuan umur 4 bulan (U4)
yaitu sebesar 14.73 cm yang berbeda nyata dengan perlakuan umur 1 bulan (U1),
2 bulan (U2), dan 3 bulan (U3). Panjang akar pada perlakuan U4 mengalami
peningkatan sebesar 309.17% jika dibandingkan dengan perlakuan U1, 96.93%
jika dibandingkan dengan U2, dan 93.31% jika dibandingkan dengan U3.
Sedangkan nilai panjang akar yang terendah adapah pada perlakuan Ul yaitu
sebesar 3.60 cm, berbeda nyata dengan perlakuan U2, U3, dan U4. Hal ini
menunjukkan bahwa panjang akar pada bibit melinjo mengalami peningkatan
seiring dengan adanya peningkatan umur bibit tersebut. Anjum et al (2011)
menyatakan bahwa sistem perakaran berperan penting dalam menunjang
pertumbuhan tanaman seiring dengan tahap pertumbuhan tanaman. Nilai panjang
akar terbesar ditunjukkan pada perlakuan U4, hal ini menunjukkan bahwa
meningkatnya umur bibit seiring dengan peningkatan tahap pertumbuhan tanaman,
sehingga tanaman membutuhkan serapan air yang lebih besar. Hal tersebut dapat
memicu terbentuknya perakaran yang lebih panjang dibandingkan dengan
tanaman yang tahap pertumbuhannya lebih awal. Hal ini dapat dilihat pada
perlakuan U1 yang memiliki nilai panjang akar terendah jika dibandingan dengan

perlakuan lainnya.

4.6 Pengaruh Beda Umur Bibit Melinjo terhadap Berat Basah Tanaman
Berat basah tanaman dapat menunjukkan besarnya biomasa tanaman
tersebut. Tanaman yang mengalami cekaman kekeringan akan cenderung
mengalami penurunan berat basah jika dibandingkan dengan tanaman yang tidak
mengalami cekaman, Zhao et al (2006) yang menyatakan bahwa, secara umum
dampak negatif dari cekaman kekeringan yaitu penurunan produksi biomasa
tanaman, baik biomasa segar maupun kering. Namun ternyata pada bibit melinjo,
cekaman kekeringan menggunakan PEG 15% dengan lama perlakuan 8 hari,

walaupun bibit mengalami penurunan berat basah tetapi tidak memberikan
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pengaruh yang signifikan dengan adanya perlakuan PEG. Pengaruh nyata berat
basah tanaman terdapat pada perlakuan beda umur bibit, dapat dilihat pada Tabel
4.6.

Tabel 4.6 Pengaruh beda umur terhadap berat basah total bibit melinjo

Perlakuan Umur Berat Basah Total (g)
1 bulan 0.79 a
2 bulan 1.27 a
3 bulan 346D
4 bulan 7.83¢C

Keterangan: Angka pada kolom yang sama, diikuti dengan huruf yang sama
menunjukan berbeda tidak nyata pada uji Duncan taraf 5%.

Tabel 4.6 menunjukkan bahwa berat basah total bibit pada perlakuan
umur 4 bulan (U4) memiliki nilai yang terbesar, yaitu 7.83 gram, berbeda nyata
dengan umur 1 bulan (Ul), 2 bulan (U2), dan 3 bulan (U3). sedangkan nilai
terendah ditunjukkan pada bibit umur 1 bulan yaitu sebesar 0.79 gram, tidak
berbeda nyata terhadap perlakuan U2, namun berbeda nyata terhadap perlakuan
U3 dan U4. Peningkatan berat basah total pada U4 adalah sebesar 891.14% jika
dibandingkan dengan perlakuan U1, 516.54% jika dibandingkan denga U2, dan
126.3% jika dibandingkan dengan U3. Berat basah total bibit mengalami
peningkatan seiring dengan adanya peningkatan umur bibit melinjo pada masing-
masing perlakuan PEG (PO dan P1). Hal ini menunjukkan bahwa semakin tinggi
tingkatan umur bibit, menunjukkan semakin besar pertumbuhan yang dialaminya
ditandai dengan bertambahnya akumulasi biomassa dan serapan air pada bibit
tersebut. Besarnya biomassa yang diproduksi ditujukan untuk mengimbangi
kebutuhan energi yang dibutuhkan bibit dalam melakukan metabolisme sehingga
dapat terus tumbuh dan berkembang secara optimal. Hal ini juga ditunjukkan pada
perlakuan U4 sebagai perlakuan dengan tingkatan umur yang paling tinggi jika
dibandingkan dengan perlakuan umur lainnya (U1, U2, dan U3), yang memiliki
nilai berat basah total paling tinggi pula. Sedangkan pada perlakuan U1, sebagai

perlakuan tingkatan umur yangn terendah juga menunjukkan nilai berat basah
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total yang terendah jika dibandingkan dengan perlakuan umur bibit lainnya (U2,
U3, dan U4).

4.7 Pengaruh Beda Umur terhadap Rasio Akar:Tajuk Bibit Melinjo

Rasio akar tajuk menunjukkan perbandingan antara biomass akar
teerhadap biomass tajuk. Tanaman yang toleran, cenderung meningkatkan
produksi biomass akar dibandingkan dengan produksi biomass tajuk. Pengaruh
perlakuan beda umur bibt melinjo terhadap rasio akar:tajuk dapat dilihat pada
Tabel 4.7.
Tabel 4.7 Pengaruh beda umur terhadap rasio akar:tajuk Bibit Melinjo

Perlakuan Umur Rasio Akar:Tajuk (%)

1 bulan 36.51 a
2 bulan 34.41a
3 bulan 34.30a
4 bulan 71.71Db

Keterangan: Angka pada kolom yang sama yang diikuti huruf yang sama
menunjukan berbeda tidak nyata pada uji Duncan dengan taraf 5%.

Pada rasio akar : tajuk (Tabel 4.7), perlakuan umur 1 bulan (U1), 2 bulan
(U2), 3 bulan (U3), dan 4 bulan (U4) cenderung mengalami peningkatan, nhamun
pada perlakuan U1, U2, dan U3 tidak menunjukkan adanya beda nyata, beda nyata
baru ditunjukkan pada perlakuan U4. Rasio akar:tajuk yang paling tinggi
ditunjukkan pada perlakuan U4, yaitu sebesar 71.71% sedangkan yang paling
rendah adalah pada perlakuan U3, yaitu sebesar 34.3% yang tidak berbeda nyata
terhadap perlakuan U1l maupun U2. Secara morfologis, jumlah serabut-serabut
akar pada perlakuan U4 terlihat lebih banyak jika dibandingkan dengan perlakuan
U1, U2, maupun U3, ditunjukkan pada Gambar 4.7
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Perlakuan
PO

Perlakuan
P1

4
Gambar 4.7. Morfologi akar pada masing-masing perlakuan PEG 0% (P0) dan
PEG 15% (P1) dengan umur bibit melinjo yang berbeda, umur
1 bulan (U1), 2 bulan (U3), serta 4 bulan (U4).

Rasio akar : tajuk (Tabel 4.7) yang didukung dengan morfologi
perakaran bibit melinjo (Gambar 4.7) tersebut, menunjukkan adanya respon
pertahanan terhadap cekaman kekeringan dengan upaya pertahanan atau
peningkatan biomass akar yang lebih besar dibandingkan dengan biomasa tajuk
yang ditunjukkan pada besarnya rasio akar:tajuk pada perlakuan U4. Menurut Wu
and Cosgrove (2000), secara umum terbatasnya Kketersediaan air dapat
meningkatakan rasio akar : tajuk pada tanaman karena akar memiliki sensitivitas
yang lebih rendah dibandingkan dengan tajuk terhadap rendahnya potensial air
yang mengakibatkan penghambatan pertumbuhan tanaman. Peningkatan rasio
akar : tajuk juga dapat terjadi untuk mempertahankan kemampuan penyerapan air
dan menjaga tekanan osmotik di perakaran (Lisar et al., 2012 ). Pada Gambar
4.7, nampak bahwa jumlah perakaran bibit umur 4 bulan dengan perlakuan PEG
15% (U4P1) lebih banyak dan mengindikasikan biomasa yang lebih besar

dibandingkan dengan perlakuan lainnya.
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4.8 Pengaruh Perlakuan PEG terhadap Luas Daun Bibit Melinjo

Cekaman kekeringan dengan perlakuan PEG 15% ternyata dapat
berpengaruh nyata terhadap luas daun bibit melinjo pada setiap umur, umur 1
bulan (Ul) dengan rata-rata jumlah daun sebanyak 2 helai, umur 2 bulan (U2)
sebanyak 4 helai, umur 3 bulan (U3) sebanyak 6 helai, dan umur 4 bulan (U4)
sebanyak 8 helai. Goldsworthy dan Fisher (1995) menyatakan bahwa cekaman air
pada tanaman dapat mengakibatkan adanya penurunan pada pembentukan dan
perluasan daun, hal ini merupakan salah satu respon komponen tanaman yang
peka terhadap cekaman air. Pengaruh perlakuan PEG terhadap luas daun bibit
melinjo dapat dilihat pada Tabel 4.8.
Tabel 4.8 Pengaruh perlakuan PEG terhadap luas daun bibit melinjo

Perlakuan PEG ~ Luas Daun (cm?)

0% 19.74 a

15% 16.61a

Keterangan: Angka pada kolom yang sama yang diikuti huruf yang sama
menunjukan berbeda tidak nyata pada uji Duncan dengan taraf 5%.

Luas daun rata-rata pada perlakuan PEG 0% (P0O) adalah sebesar 19.74
cm? dan perlakuan P1 sebesar 16.61 cm. Rata-rata luas daun pada perlakuan P1
lebih rendah jika dibandingkan dengan perlakuan PO, hal ini menunjukkan adanya
penurunan sebesar 15.9% pada perlakuan P1 jika dibandingkan dengan PO.
Penurunan luas daun merupakan salah satu respon morfologis pada tanaman yang
mengalami cekaman kekeringan, sebagai upaya menekan laju transpirasi tanaman
guna efisiensi penggunaan air pada tanaman terkait dengan sangat terbatasnya
suplai air. Penyempitan daun yang ditandai dengan menurunnya luas daun ini juga
dapat mempengaruhi efektifitas fotosintesis pada daun. Semakin kecil luas
permukaan daun bisa jadi dapat mengakibatkan semakin sedikitnya cahaya
matahari yang terserap sebagai energi utama proses fotosintesis. Hal ini dapat
mengakibatkan rendahnya fotosintat yang dihasilkan sehingga mampu
menghambat pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Fahn (1992) menyatakan

bahwa kemampuan daun untuk menghasilkan produk fotosintat ditentukan oleh
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produktifitas per satuan luas daun dan total luas daun. Dengan demikian, ada
kecenderungan bahwa bibit umur 4 bulan yang memiliki jumlah daun terbanyak,
mampu menghasilkan fotosintat yang lebih besar dibandingkan dengan bibit umur
1 bulan, 2 bulan, dan 3 bulan. Hal ini menunjukkan bahwa bibit umur 4 bulan
yang mengalami cekaman kekeringan memiliki energi yang lebih besar untuk
tetap tumbuh dan berkembang dibandingkan dengan bibit dengan umur 1 bulan, 2
bulan, dan 3 bulan, sehingga dapat mengindikasikan bibit umur 4 bulan lebih
memiliki kemampuan untuk tetap tumbuh dan berkembang dalam kondisi

tercekam.

4.9 Interaksi Antara Perlakuan PEG dan Beda Umur Bibit Melinjo
terhadap Tinggi Tanaman

Tinggi tanaman merupakan salah satu parameter pertumbuhan tanaman
yang cukup mudah diamati. Berdasarkan nilai F-hitung (Tabel 4.1), pada
parameter tinggi tanaman menunjukkan hasil yang signifikan baik pada perlakuan
PEG, beda umur bibit, maupun interaksi antara perlakuan PEG dan umur bibit.
Adapun pengaruh interaksi perlakuan PEG dan beda umur bibit melinjo terhadap
tinggi tanaman ini dapat dilihat pada Tabel 4.9.

Tabel 4.9. Interaksi perlakuan PEG dan beda umur bibit melinjo terhadap
tinggi tanaman

) Umur
Konsentrasi PEG
1 bulan 2 bulan 3 bulan 4 bulan
0.0 16.70a 13.83a 24.53a 34.05a
0
(B) (A) (®) (D)
13.09a 15.95a 20.23a 32.75a
15 %
(A) (B) ©) (D)

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama menunjukan berbeda tidak nyata
pada uji Duncan 5%. Huruf kapital dalam kurung dibaca horizontal
(membandingkan antar perlakuan umur). Huruf kecil tanpa kurung
dibaca vertikal (membandingkan perlakuan PO dan P1).
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Interaksi antara perlakuan umur (1 bulan, 2 bulan, 3 bulan, dan 4 bulan)
dan PEG (0% dan 15%) terhadap tinggi tanaman menunjukkan bahwa nilai
terbesar terdapat pada perlakuan umur 4 bulan (U4) dengan PEG 0% (PO0) yaitu
sebesar 34.05 cm, tidak berbeda nyata terhadap perlakuan U4 dengan PEG 15%
(P1) (secara vertikal), namun terdapat beda nyata jika dibandingkan dengan umur
1 bulan (U1), 2 bulan (U2), dan 3 bulan (U3) pada PO (secara horizontal,
dibandingkan dengan U1,U2, dan U3 pada P0). Hal ini menunjukkan bahwa
perlakuan PEG pada umur yang berbeda dapat memberikan pengaruh yang nyata
terhadap tinggi tanaman. Nilai tinggi tanaman terendah ditunjukkan pada
perlakuan Uldengan P1 yaitu sebesar 13.09 cm, tidak berbeda nyata terhadap
perlakuan Uldengan PO, namun berbeda nyata dengan perlakuan umur U2, U3,
serta U4 pada perlakuan P1. Peningkatan tinggi tanaman pada bibit umur 1 bulan
(U1) hingga bibit umur 4 bulan (U4) menunjukkan adanya pertumbuhan seiring
bertambahnya umur bibit melinjo. Pertumbuhan tanaman diikuti dengan
pemanjangan, pembelahan, dan pembesaran sel (Mangel and Kirkby, 1987).
Semakin tinggi tingkat umur bibit melinjo bisa jadi menujukkan adanya
pemanjangan, pembelahan, dan pembesaran sel yang lebih besar dibandingkan
dengan tingkat umur bibit yang lebih kecil.

4.10 Pembahasan Umum

Penggunaan senyawa PEG 15% dapat mengikat air yang ada di media
tanam sehingga air tidak tersedia bagi tanaman, sehingga tanaman dapat
mengalami kekeringan. Rahayu et al. (2005), menyatakan bahwa PEG merupakan
senyawa yang dapat menurunkan potensial osmotik dengan matriks etilena oksida
yang mampu mengikat molekul air dengan ikatan hidrogen, sehingga diharapkan
mampu menciptakan kondisi cekaman karena kurangnya ketersediaan air bagi
tanaman. Cekaman kekeringan yang terjadi dapat mempengaruhi ekspresi gen dan
pertumbuhan tanaman. Ekspresi gen APX pada bibit melinjo mengalami
peningkatan seiring dengan adanya cekaman kekringan (perlakuan PEG 15%),
baik pada level transkripsi maupun translasi. Ekspresi gen APX ini dapat berperan

dalam sistem pertahanan terhadap ROS yang meningkat dengan adanya cekaman,
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sebagai antioksidan. Pada level transkripsi dapat diketahui berdasarkan pita DNA
hasil elektroforesis dengan menggunakan template cDNA yang didapat dari hasil
reverse transcription mRNA, sebagai produk dari level transkripsi. Konsentrasi
MRNA dapat menunjukkan indikasi awal adanya peningkatan ekspresi gen. Bibit
melinjo dengan perlakuan PEG 15% memiliki konsentrasi mRNA yang lebih
besar dibandingkan dengan perlakuan PEG 0%, hal ini mengindikasikan adanya
peningkatan ekspresi gen pada bibit yang mengalami cekaman kekeringan (bibit
dengan perlakuan PEG 15%) dibandingkan dengan bibit yang tidak mengalami
kekeringan. Peningkatan konsentrasi mRNA tersebut juga diikuti dengan semakin
tebalnya pita DNA hasil elektroforesis. Semakin tebal pita DNA menunjukkan
semakin banyak copy mRNA yang terbentuk, mengindikasikan ekspresi gennya
semakin tinggi. Hasil elektroforesis DNA juga menunjukkan adanya peningkatan
ekspresi pada bibit umur 4 bulan dibandingkan dengan bibit umur 1 bulan. Hal ini
mengindikasikan adanya peningkatan ekspresi gen APX seiring dengan
bertambahnya umur bibit melinjo. Peningkatan ekspresi gen APX pada level
transkripsi dapat memicu terjadinya peningkatan enzim APX pula, sebagai produk
pada level translasi. Dalam penelitian ini, peningktan enzim APX dilihat
berdasarkan aktivitas enzim, bibit melinjo dengan perlakuan PEG 15%
menunjukkan aktivitas yang lebih besar dibandingkan dengan bibit melinjo,
begitu pula bertambahnya umur bibit melinjo juga menunjukkan adanya
peningkatan aktivitas enzim APX, terutama pada bibit umur 4 bulan dibandingkan
dengan bibit umur 1 bulan, 2 bulan, maupun 3 bulan. Berdasarkan konsentrasi
MRNA, ketebalan pita DNA hasil elektroforesis, dan aktivitas enzim APX,
menunjukkan adanya korelasi positif bahwa tingginya konsentrasi mRNA
menunjukkan besarnya copy mRNA vyang terbentuk disertai dengan semakin
tebalnyanya pita DNA hasil elektroforesis, yang kemudian diikuti semakin
besarnya aktivitas enzim APX vyang terbentuk. Yoshimura et al. (2000),
menyatakan bahwa untuk mengetahui respon awal enzim APX terhadap cekaman
dapat dilakukan dengan menganalisis perubahan pada transkripsi dan level protein
serta aktivitas enzimnya selama terjadi cekaman. Mittler and Zilinskans (1994)

juga menyatakan bahwa ekspresi cytosolic APX pada daun tanaman kacang hijau,
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dipengaruhi pada level post transkripsi yang turut berperan dalam sintesis protein
dan atau aktivasi enzim Dengan demikian dapat dikatakan bahwa besarnya
aktivitas enzim APX bergantung pada besarnya cDNA yang terbentuk dari
besarnya copy mRNA dan disertai dengan substrat yang tersedia pda tanaman.
Sedangkan pada pertumbuhan tanaman, cekaman kekeringan dapat
menurunkan luas daun, tinggi tanaman, dan panjang akar. Selama pertumbuhan
vegetative, kekeringan dapat munurunkan tinggi tanaman, diameter batang, dan
luas daun (agele, 2003), serta dapat menekan pemanjangan akar (Gani, 2000).
Semakin sempitnya luas daun dapat menurunkan kemampuan fotosintesis yang
nantinya dapat menurunkan fotosintat yang dihasilkan. Zlatev and Fernando
(2012), menyatakan bahwa Kekeringan merupakan salah satu faktor utama yang
dapat menghambat fotosintesis dan mengakibatkan penurunan pertumbuhan dan
produktivitas tanaman. Fotosintat digunakan tanaman sebagai energi dalam
melakukan berbagai metabolisme, termasuk berkaitan dengan kemampuan
tumbuh yang berkaitan dengan penambahan tinggi tanaman dan panjang akar. Hal
ini menunjukkan adanya korelasi antara luas daun terhadap kemampuan
fotosintesis yang nantinya dapat mempengaruhi pertumbuhan tanaman.
Menurunnya kemampuan fotosintesis tersebut juga dipengaruhi oleh rendahnya
kandungan Kklorofil total pada tanaman yang tercekam kekeringan. Cekaman
kekeringan dapat menghambat sintesis klorofil, sehingga kandungan klorofil yang
ada di daun lebih rendah dibandingkan dengan tanaman yang tidak mengalami
cekaman kekeringan. Klorofil merupakan zat hijau di dalam sel tanaman yang
berperan penting dalam proses fotosintesis, dengan mengabsorbsi cahaya matahari
yang akan digunakan sebagai energy dalam sintesis karbohidrat dari
karbondioksida dan air (Khalegi et al., 2012). Sehingga sedikitnya kandungan
klorofil pada daun juga berpengaruh pada penurunan kemampuan fotosintesis
yang pada akhirnya diikuti dengan rendahnya fotosintat yang dapat
mengakibatkan pertumbuhan tanaman, dalam hal ini dapat dilihat pada panjang
akar dan tinggi tanaman yang lebih rendah pada bibit melinjo dengan perlakuan
cekaman kekeringan (PEG 15%) dibandingkan dengan bibit melinjo yang tidak

mengalami cekaman kekeringan (PEG 0%), pada semua umur bibit.
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Tingginya ekspresi gen APX pada bibit melinjo pada umur 4 bulan,
dibandingkan dengan bibit umur 1 bulan, 2 bulan, maupun 3 bulan,
berkecenderungan memiliki kemampuan adaptasi yang lebih besar terhadap
cekaman kekeringan (PEG 15%). Hal ini diikuti pula secara morfologis dengan
adanya peningkatan rasio akar : tajuk pada bibit umur 4 bulan dengan perlakuan
PEG 15% dibandingkan dengan bibit umur 1 bulan, 2 bulan, dan 3 bulan, baik
pada perlakuan PEG 15% maupun PEG 0%. Tingginya rasio akar:tajuk
menunjukkan adanya peningkatan biomasa akar yang lebih besar dibandingkan
dibandingkan tajuk. Akar merupakan bagian utama yang berperan dalam
penyerapan air, sehingga distribusi biomasa lebih cenderung terjadi pada akar agar
akar mampu tumbuh dan bekerja optimal dalam proses penyerapan air dan
mineral agar tanaman dapat tetap tumbuh dan berkembang. Bibit melinjo umur 4
bulan dengan perlakuan PEG 15% masih menunjukkan adanya pertumbuhan
setelah mengalami cekaman kekeringan dibandingkan bibit umur 1 bulan, 2 bulan,
dan 3 bulan, dengan adanya sistem pertahanan terhadap cekaman kekeringan,
seperti terjadinya peningkatan ekspresi gen APX yang dapat mendetoksifikasi
ROS diikuti dengan produksi biomasa akar dan luas daun yang lebih besar pada
bibit umur 4 bulan dibandingkan dengan bibit umur 1 bulan, 2 bulan, dan 3 bulan.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil percobaan yang telah dilakukan, dapat disimpulkan

bahwa:

1.

Cekaman kekeringan dengan menggunakan PEG 15 % dapat mempengaruhi
pertumbuhan bibit melinjo terutama pada penghambatan panjang akar sebesar
37.7% dan luas daun dengan penurunan sebesar 16.9%, namun dapat
meningkatkan ekspresi gen dan aktivitas enzim APX sebesar 44.19% jika
dibandingkan dengan perlakuan PEG 0%.

Umur bibit melinjo yang berbeda dapat mempengaruhi pertumbuhan dan
ekspresi gen serta aktivitas enzim APX. Semakin tinggi tingkat umur bibit,
semakin tinggi nilai aktivitas enzim APX, panjang akar, berat basah total, dan
rasio akar : tajuk.

Interaksi umur bibit yang berbeda dengan perlakuan cekaman kekeringan
menggunakan PEG 15% dapat berpengaruh terhadap kandungan klorofil total

dan tinggi tanaman.

5.2 Saran

Penelitian yang akan dilakukan selanjutnya, diharapkan dapat melakukan

beberapa hal, antara lain:

1.

2.

Melakukan deteksi ekspresi gen APX lebih lanjut pada level translasi, dengan
menggunakan analisis western blot.
Menggunakan bibit dengan fase pertumbuhan yang berbeda sehingga dapat

lebih mengetahui respon tanaman pada cekaman kekeringan.

34
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Dokumentasi Penelitian

Populasi Bibit Melinjo Pengamatan Tinggi Tanaman

Ekstraksi Sampel Pengukuran Absorbansi Enzim APX
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Lampiran 2. Analisis Aktivitas Enzim APX

Nilai Absorbansi pada menit ke-

A absorban - -
0 2 € x(mmol/menit) mmol/menit/g BB
Perla-
kuan - Rata-
1 2 3 1 2 3 1 2 3 lcm- 1 2 3 1 2 3

1 rata
U1PO0 0.519 0.484 0.479 0.513 0.475 0.473 0.005 0.006 0.007 2.8 0.054 0.064 0.075 3.33 26.667 0.067 10.022
U2P0 0.339 0.235 0.333 0.333 0.228 0.322 0.006 0.009 0.006 2.8 0.064 0.096 0.064 7.358 31.111 0.093 12.854
U3PO 0.388 0.4795 0.321 0.373 0.4665 0.314 0.006 0.007 0.011 2.8 0.064 0.075 0.118 2.732 16.970 0.051 6.584
U4P0 0.961 1.052 1.252 095 1.045 1.244 0.015 0.013 0.007 2.8 0.161 0.139 0.075 4.187 26.667 0.200 10.351
U1P1 0.678 0.794 0.714 0.669 0.786 0.704 0.011 0.007 0.008 2.8 0.118 0.075 0.086 14.513 23.333 0.128 12.658
U2P1 0.468 0.637 0.413 0.457 0.626 0.401 0.009 0.008 0.01 28 0.096 0.086 0.107 6.571 18.667 0.084 8.440
U3P1 0.531 0425 0535 0.512 041 0517 0.011 0.011 0.012 28 0.118 0.118 0.129 3.119 15556 0.086 6.253
U4P1 0519 0.484 0.479 0.513 0.475 0.473 0.019 0.015 0.018 2.8 0.204 0.161 0.193 2.681 10.370 0.099 4.383

4%
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**

**

ns

Tabel Anova
Keragaman db JK KT Fhitung Ftabel 5% F tabel 1%
Baris (PEG) 1 0.804 0.804 14.617 4.49 8.531
Kolom
(Umur) 3 2163 0.721 13.110 3.24 5.292
Interaksi 3 0132 0.0438 0.797 3.24 5.292
Galat 16 0.880 0.055
Total 23 154.041
Uji Lanjut menggunakan Duncan 5 %
1. Uji lanjut pada perlakuan PEG
PO P1 4
Ratarata 086 124 o
PO 0.86 0 a
P1 1.24 0.38 0 b
2. Uji lanjut pada perlakuan umur
Ul U2 U3 U4 Notasi
Rata-rata 0.79 0.86 1.04 1.55
U1 0.79 0 a
U2 0.86 0.071 0 a
U3 1.04 0.25 0.18 0 a
U4 1.55 0.77 0.70 0.52 0 b
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Lampiran 3. Analisis Kandungan Klorofil Total

Absorbansi pada panjang gelombang

Perlakuan 646 nm 663 nm 710 nm KigegLtotal (mg/L) Ra’ia-
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
U1PO 0.557 0.742 0.671 1.067 1.250 1.194 0.115 0.282 0.228 14.49 14.92 1461 14.67
U2P0 0.386 0394 0391 0.768 0.776 0.776 0.094 0.107 0.102 9.90 9.77 9.84 9.84
U3PO 0.700 1.015 0.864 1.114 1426 1.267 0332 0.636 0.489 11.99 12.24 12.08 12.1
U4P0 0.544 0568 0.652 0.883 0.904 0979 0.274 0302 0.384 9.05 8.93 8.91 8.96
U1P1 0.295 0.311 0.306 0583 0597 0592 0.047 0.068 0.062 8.14 8.01 8.03 8.06
U2P1 0.374 0365 0415 0.719 0.709 0.762 0.102 0.092 0.138 9.02 9.05 8.98 9.02
U3P1 0.372 0.371 0412 0775 0.772 0.813 0.029 0.024 0.066 11.3 11.38 11.36 11.35
U4P1 0.321 0.308 0.314 0566 0546 0547 0.086 0.077 0.067 7.52 7.37 1.72 7.54

4%
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Tabel Anova

Keragaman db JK KT F hitung Ftabel 5% F tabel 1%
Baris (PEG) 1 34.680 34.680 2435.116 4.49 8.531 *k
Kolom

(Umur) 3 48522 16.174 1135.686 3.24 5.292 *k
Interaksi 3 35845 11948 838.962 3.24 5.292 *k
Galat 16 0.228 0.0142

Total 23 206.274

Hasil Uji Lanjut
1. Perlakuan umur terhadap PO

U4 uz2 u3 ul Notasi
Rata-rata 8.96 9.84 12.10 14.67
u4 8.96 0 a
U2 9.84 0.87 0 b
u3 12.10 3.14 2.27 0 c
Ul 14.67 571 4.84 2.57 0 d
2. Perlakuan umur terhadap P1
U4 Ul U2 U3 Notasi
Rata-rata 7.54 8.06 9.02 11.35
U4 7.54 0 a
ul 8.06 0.52 0 b
u2 9.02 1.48 0.96 0 c
u3 11.35 3.81 3.29 2.33 0 d
3. Perlakuan PO dan P1
£ = Notasi
Rata-rata 8.99 11.39
P1 8.99 0 a

PO 11.39 2.4 0 b
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Lampiran 4. Tinggi Tanaman Setelah Perlakuan

46

Perlakuan  Ulangan U1l u2 u3 us Rt
rata
PO 1 16.7 16 27.1 35.5
2 16.5 11.7 22 326  22.27
3 16.9 13.8 24.49 34.05
Rata-rata 16.7 13.83 24.53 34.05
1 13.9 15.7 21 32.7
p1 2 12.1 16.2 19.5 32.8 20.5
3 13.27 15.95 20.2 32.75
Rata-rata 13.09 15.95 20.23 32.75
Tabel Anova
Keragaman db JK KT Fhitung Ftabel5% F tabel 1%
Baris (PEG) 1 7.56 7.56 4.11 4.49 8.531
Ro'el 3 1377.82 45927 249.40 3.24 5.292
(Umur)
Interaksi 3 48.94 16.31 8.86 B2 5.292
Galat 16 29.46 1.84
Total 23  1463.78
Hasil Uji Lanjut
1. Perlakuan umur terhadap PO
U2 Ul U3 U4 Notasi
Rata-rata 13.83 16.7 24.53 34.05
u2 13.83 0 a
Ul 16.7 2.87 0 b
UK] 24.53 10.70 7.83 0 c
U4 34.05 20.22 17.35 9.52 0 d
2. Perlakuan umur terhadap P1
Ul U2 U3 U4 Notasi
Rata-rata 13.09 15.95 20.23 32.75
Ul 13.09 0 a
U2 15.95 2.86 0 b
U3 20.23 7.143 4.283 0 c
U4 32.75 19.66 16.8 12.517 0 d

ns

**

**
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3. Perlakuan PO dan P1

Pl PO Notasi
Rata-rata 20.5 22.27
P1 20.5 0 a
PO 22.27 1.77 0 a

47
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Lampiran 5. Luas Daun Bibit Melinjo

Perlakuan Ulangan Ul U2 U3 U4 Rata-rata

1 1524 1920 2231 23.14

48

PO 2 2042 2130 1953 1853 19.74
3 16.84 2250 19.18 18.74
1 1412 1744 16.97 19.02
P1 2 18.33 17.33 1757 1250 16.61
3 1586 16.97 16.63 16.63
Rata-rata 16.80 19.12 18.70 18.09
Tabel Anova
Keragaman db JK KT F hitung F tabel 5% F tabel 1%
Baris (PEG) 1 58.757 58.757  13.361 4.49 8.531
Kolom (Umur) 3 18.415 6.138 1.396 3.24 5.292
Interaksi 3 6.505 2.168 0.493 3.24 5.292
Galat 16 70.3645 4.398
Total 23 154.041

**

ns
ns

Hasil Uji Lanjut menggunakan Duncan 5%

£ FO Notasi
Rata-rata 16.61 19.74
P1 16.61 0.00 a

PO 19.74 3.13 0 a
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Lampiran 6. Berat Basah Bibit Melinjo

49

ns

**

ns

Perlakuan Ulangan Ul U2 U3 U4
1 0.85 1.16 2.84 5.96
PO 2 0.87 1.68 5.67 10.21
3 0.81 1.42 4.26 8.09
1 0.82 1.16 3.40 8.55
P1 2 0.67 1.06 1.91 6.59
3 0.74 1.11 2.66 7.57
Rata-rata 0.79 1.27 3.46 7.83
Tabel Anova
Keragaman db JK KT F hitung 7 ég/gd F tabel 1%
Baris (PEG) 1 2.391 2.391 2.359 4.49 8.531
el 3 185657 61.886 61.044  3.24 5.292
(umur)
Interaksi 3 2.006 0.669 0.659 3.24 5.292
Galat 16 16.220 1.014
Total 23 206.274
Hasil Uji Lanjut
U2 ul U3 u4d Notasi
Rata-rata 0.79 1.27 3.46 7.83
U2 0.79 0 a
ul 1.27 0.472 0 a
U3 3.46 2.66 2.19 0 b
u4 7.83 7.03 6.56 4.37 0 c
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Lampiran 7. Rasio Akar : Tajuk Bibit Melinjo
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Perlakuan Ul U2 U3 U4
49.12 24.73 51.06 81.71
PO 57.41 58.49 19.87 49.71
40.68 42.71 28.74 60.10
20.59 31.82 53.15 64.74
P1 27.42 21.84 15.76 96.72
23.85 26.86 37.21 77.28
Rata-rata 36.51 34.41 34.30 71.71
Tabel Anova
Keragaman db JK KT F hitung F tabel 5% F tabel 1%
Baris (PEG) 1 187.657 187.657 0.982 4.49 8.531
Kolom
(Umur) 3 6058.463 2019.488 10.571 3.24 5.292
Interaksi 3 1481.203 493.735 2.584 3.24 5.292
Galat 16 3056.729 191.046
Total 23 10784.05
Hasil Uji Lanjut
U3 U2 Ul U4 Notasi
Rata-rata 34.30 34.41 36.51 71.71
U3 34.30 0 a
U2 34.41 0.108 0 a
Ul 36.51 2.21 2.10 0 a
U4 71.71 37.41 37.30 35.20 0 b

ns

**

ns
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o1

Lampiran 8. Panjang Akar Bibit Melinjo

Perlakuan Ul U2 U3 U4 Rata-rata
4.3 13.2 8.3 21
4.6 7 10 14.2
PO 4.1 10.1 9.1 17.6 10.29
2.5 4.3 9 12.7
3.2 5.4 3.2 .1
P1 2.85 4.85 6.1 11.85 6.41
Rata-rata 3.6 7.48 7.62 14.73
Tabel ANOVA
Keragaman  db JK KT  Fhitung F tabel 5% F tabel 1%
baris (PEG) 1 90.29 90.29 22.92 4.49 8.53 S
kolom
(umur) 3 387.51 129.17 32.79 3.24 5.29 *x
interaksi 3 17.75 5.92 1.50 3.24 5.29 ns
galat 16 63.03 3.94
Total 23 558.58

Hasil Uji Lanjut
1. Perlakuan PEG

P1 PO
Rata-rata 6.41 10.29 Notasi
P1 6.41 0 a
PO 10.29 3.88 0 b
2. Perlakuan Umur
Ul u2 U3 U4
Rata-rata 3.6 7.48 7.62 14.73 Notasi

Ul 3.6 0 a
u2 7.48 3.88 0 b
U3 7.62 4.02 0.14 0 b
U4 14.73 11.13 7.25 7.11 0 c
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