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Drecm, what vou want to dream
:0, where vou want to go
Be, what you want to be
You have onfy one life
And one chance
To do all the things you want to do
{Octaber!

A mother love is like a circle
It has no beginning and no ending
It keeps going around and around ever
Expanding, touching everyone
And covering them like
A blanket of evening stars
(December]

Manyv people will walk in and out
Of vour life
But only true friends will leave footprints
fn your heart and bring a bar of love
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Miken Prahasmut (981S10101040). Respon Aktivitas Fnozim Nitrat
Reduktase Daun Tanaman Kedelai (Gheine max  L.Merr) Fase Vegetatif
(V1) terhadap Pemberian Nitrat dalam Kondisi Cokaman Garam, di bawah
brmbmmgan Ir. Miswar, Msi selukuy Dosen Pembimbing [Urama (DPLDY dan Ir
Denna Ersani Munandar, MP selaku Dosen Pembimbing Anggota (DIPA).

RIMNCGIR AR AN

Pertumbuhan tanaman sangat peka lerhadap cekaman param, sclingga
hasil panen dapat memmm pada lahan }anp mengalom gokaman param. Sel
menjadi lebih kecil dan daun kurang berkembang selama adanva cekamam.
mengakibatkan berkurangnva luas daun untuk berfotosiniesis. Terhambatnya
fotosintesis akan berpengarub terhadap pembentukan karbohidrat yans akan
berpengaruh terhadap kemampoan anaman lepum dalam melakukan fiksasi N
vang dibutuhkan wntok metabolisme nitrogen.  Ketersedinan nitrogen dalam
bentuk nitrat dapat meningkatkan aktivitas enzim. Pemberian nitrat diharapkan
dapat menwtupi kekurangan nifrogen akibat cekaman.

Penelitian  ini berfujuan  untuk  mengetahm  akiivitas  enzim Witral
Reduklase saat pemberian nital pada kondis cekaman saram selama masa
vegelalifnya. Bahan tamam yang digunakan kedelai varietas Bromo vang ditanam
pada pasir stenl dengan kondisi normal (G NaCl) dan kondisi cekaman garam
(60 mM Nal) yang masing-masing diben perfakuan nitrat denpan konsentrasi
hNCH 00 2.5, 5 dan 7.5 mM KNG setiap pagt dan sore hani sebanvak 200 ml
sampai fanaman berumur 2 minggen (14 han). Panen dilakukan setelsh tanaman
berumur 14 hari dengm mengambil daun trifolial yang terbentuk sempuri,

Hasil penelitian menunjukkem bahwa cekaman param sampa konsentrasi
6 mh dapat mesunmkan aktivitas encim Nitrl Reduktase pada fase vepetatif
sebesar B3.26%. Aktivitas enzim NR terfinggi didapatkan pada perlakuan NaCl
setelah diberikan mtrat dengan konsentrasi 7.5 mM. Kondisi cokaman  param
ternyata dapat menurunkan kandungan nitral, mirit dan sukrosa jaringan seTta
aklivilas eram NI dan 85 mamun cekaman garam dapal meningkatkan kandungan

total protein terlarn serta gula reduksi jaringan tanaman.

A I



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

| YT

| Tdul E-lal-l."é

BRSNS JEE |

|
|
f
I. PENDATLULUAN

1.1 latar Belakang Mermasalahan

Tanaman kedelal (Calveme max (1) Merrill) merpakan tanaman parnan
vang mengandung protein dalam jumlah besar (Sexton, ef of . 1998), schingga
sangal diperlukan dalam mencukupt kebutulian gizi manusia (masyarakat). Seiring
dengan memmygkatnya  permintaan  terhadap kedela (Glhoime max. 1Merm),
sebapai salah satu tanaman pangan dalam memenuhi kebuthan gz masgvarakat
maka perle dilakukan pengembangan lebih lanjut baik secara intensifikasi maupun
ekstensifikasy. Pemingkatan jumlah penduduk dapat mempengaruh lerhadap areal
tanam tanaman kedelm schinpga terjadi penggeseran lahan ke areal vang tmgkal
kesuburan ranahnya rendab, Menvusutnya luas lahan sobwr karena digunakan
untuk kegiatan nonperianian mengakibatkan perlunya lshan alternatit untuk
budidaya kedelai, Salah sam jenis fahan yang dunaksod adalah lahan pasang surut.
Lahan pasang surul  sullal masam  merupakan  lshan  polensial - oniuk
pengemibangan  kedelai  sebagm  dacrah  baru walaupun  jems  lahan  m
dikateeorikan sebagal lahan marymal { Adisarwanto, |999),

Beberapa tanah  kchilampam  produkiivitasnya dikarenakan  adanya
gkumulasi garam sehingga diperluksn wr. evergl dan kemampuan untuk
memperbak sifat tanab dakam jomlah besar. Konsentrasi garam yang timggn dapal
mentrunkan hasil panen, menurunkan tngkat kesuburan  tanah dan menambah
taya pengadaan air serta bisyva perbaikan drainase (Caines and Shennan, 1999)

Cekaman zaram merupakan salah satu faktor pembatns aama bag
pertumbuhan dan produksi pada sebagian besar tanaman, terlebih apabila sumber
nitopen berpantung pada fiksass M: olch simbaosis {Abd-Alla, 1992) Cekaman
saram dapal mengganggu jalannya fotosintesis karcna faktor ketersediaan air akan
tergangen. Rokurangan air karena adanva cekaman garam dapat menurunkan
lurgiditas sel pemyapa stomata, sehimgea stomats akan menutuop. Penulupan
stomata im akan menghambat difusi COs yang dibufuhkan unmk  singesis

karbshidea (1.akidan, 1995},
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Cekaman param memacu akumulasi dan ammonium. nitrar dan asam
amino bebas di lanaman dan cenderung akan menekan akiivilgs enam yung
terlibat di dalam asimilasi amonium { Soussi of @, 1997), Penurunan aktivitas NR
karena cekaman garam jupa sanpat dipengambi oleh  fosintesis, hal i
disehabkan karena sukross scbagai hasil fotosintesis akan menginduksi aktivitas
NE pada daecrabh akar (Snivashar ef of.) 19971 Karbohidrat (sukrosa) hasil
folosinlesis tanaman mang (kedelai) vang df&rans;:[masikun ke akar melaln floem
tidak dapar digunakan secara lanpsunp sebapar sumber karbon aan energn ontuk
prozes metabolisme nitrogen. letap haros dipecah terlebih daholu, Terdapar dua
onam vang berperan dalam pemecahan sukeosa, vaitu Sucrose synthase (55 dan
[nvertase (lov). Cekaman param secara nyala dapal menurmkan akbivitas 58
nodul, vang secarn langsung jupa beholhungean dengsm penumuman fiksast M- oleh
nisduol (Gordon e af | 19997 ),

lergangpunva proses fotosintesis  berpengaruh  terhadap  kemampuan
lunaman  melakukan Gksast mitrogen dan wdara. Fotosintesis vang  rerhambai
karena celcaman garam menvehabkan jumlah karhohidral vang terbentuk menurn
dan menyebabkan metabohsme nitrogen tercangeu sehingea mempenganthi
aklivitas cnzim. Enzmm vang berperan dalam metabolisme M adalah eneim Nilral
Reduktase. Unsur Mirogen memiliki pengaruh vang kuat terhadap pertambuhan
dan  proses perkembsngan anaman.  Nitrogen yvang  diserap dalam  bemiuk
amonium dan nitrat, dan akan mengalami perubahan dimana  poitrogen akan
menjadi amoma dengan mehbatkan dua enzim dan reaksi yang herbeda, Salah
sam enzm pokok dalam metabolisme nitrogen dalam bentuk mitrat adalab enzim
Nitral Reduklase Memumunnya aktivitas enzim MR tersebmn akan mempengamfn

kctersediaan protein, asam armino, gsrn noklest dan semvawa esensial lainnya.

1.2 Intisari Permasalahan

Umumnya nitogen diserap tanaman dalam bentuk amoniam (NEL ) dan
mitral  (NO5). Tumbub-tumbuhan  yang fidak melakukan Ghsast b scoara
langsunp dan adara mendapatkan scbaman besar nitrogennya dar dalam tanah

dalam bentuk mitrat. Penverapan nitrogen berjalan dengan batk apabila keadaan
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hngkungan  tumbuh  tidak mengalamr pangenan seperti kekeringan  manpin
cekaman param.

Cohaman  garam  atau salinas dapat mencakibatkan tekanan  osmorik
tumbuhan menunm, menghambar penvebaran rambul-rambol  akar  lanamgn,
mennmnkan jumlah dan fungst nodul akar sehingea fiksasi N> simbiotik mengadi
lerhambal, Menurunnys  kemampuan tanaman untuk memfiksasi M. melal
simbiotik dapal menurunkan suplal nitregen, vang dibumhbkan tanaman, sehingpea
mempenganibn metabolisme  tanaman  dalam proses permmbuhannya,  Adumyy
pemberian oitral, maka @naman akim mendapatkan suplar nitrogen vane tidak
dapat dipenuhr tanaman melaln tiksast M- karena tanaman mengalami cekaman
garam.  Pembenian nitrat sebagai sumber nitrogen pada lanaman menyebabkan
tanaman mengakumudasi sejumiah nirat, bamk peda daum mavpun akamva
sehingga akhvitas NR memadi lebih besar (Sugiharto, 1996 . Aktivitas enzim
Sitrat Reduktase merupakan salah satn proses yang dapat dipengaruhi oleh
kefersediann miml, karena enzim MR merupakan enzim vang  menghatalisis
reduksl mitrat menjadi nitrit

Berkuwampnya suplm titrogen dalam jarinegan akibat cekaman param Japat
dintasi denygan pemberian mivar dan fuar, sehingea penefitian i bertujuan untuk
mengerahw aktivitas enzim NE pada fase vepetanf terhadap penambahan nitran
pada kondisi 1ercekam pardm.

1.3 Tujuan Penelitian
Mengetahul aklivitas enzm MNitrat Reduktase tanaman kedelai ferhadap

permberian Milral saat tereckam garam pada fase vepetatit (V2

14 Manfaat Penelitian

Hasil penchibim i diharapkan  dapal membenkan informast tentang
ktivitas enzim NR dengan pemberian nitrat pada kondisi cekaman param dan
menjadi salah satn mformasi vang berguna unluk mengetalnn batas toleransi

tanaman kedelai pada kondisi lnhan manmal
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IL TINJATLAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Uimum Tanaman Kedelai

Kedelat merupakan tanatnan semusim, berups semak rendah, tumbub
tepak, berdaun lebal, denpan beragam morfolog. Nama botani kedelal adalah
Cifvemre max. L.Merrill. Tinggi lanaman berkisar [0-200 ¢cm, dapat bhercabang
sehikit atau banyak tergantung kultvar dan hinglkungan hidup. Tanaman kedela
mempunyai dua periode tumbuh yaite penode vegetatf dan reproduktt Penode
vegetalil merspakan penode tumbuh dan muneulnya tanaman dipermukaan tanah
sumpi padan terbentuknyva bunga perrama dengan masa periode 4-8 mimggo
i Lamina. 1Y89).

Biji kedeln banyak mengandung protem dan lemak. Sebapai bahan
makanan, kedelai lebth baik jika dibandingkan dengan kacang tanah, karcna
kandungan protem dan lemak pada kedelan lebih batk daripada kandungan protein
dan lemak pada kacang tanah. Kandungan lemak kedelai (dak bepitu tingsn (16-
20%). Kedelai jups menganchmg asam-asam tak jenuh vang dapat mencesah
tmbulnya arterin solerosis (pengerasan pembulub-pembualub msdi), Maka, nilad
kedela bagt keseharan sangal tingg,. Disgmping itu, kandungan protein kedelai
cukup tinggi dengan faklor cemna 75-80% dan asam-asam amino yvang menyvosurn
protemn kedelar serupa dengan vang terdapal pady casein, 14 negara-negara yang
sumber konsumsi  prodein hewaninya  masih rendah, protein kedela  dapat
mnggantikan peranan prodedn hewan ( AAK, 1989),

Fehr dan Cavingss (1977 ) membagi periumbuhan tmaman kededal menjadi
2 fase pertumbuhan yaitu fase vepetatif (V1-V2) dan fase generatit (R1-R¥), Fase
vegetant (V2 mempunyai desknips: bahwa ranaman vang terbenfuk hingpa buku
kedua dimana daun trifoliat yang sudah berkembang penuh terdapat pada buku

dhiatas bukw unifolat.
#
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1.1 Asimilasi Nitrogen dan Peranan Enzim Nifraf redfuftase bapi Tanaman

Perlumbuhan landman ditentizkan oleh kerjasama antara fakior genetik Jan
faktor lingkungan. (¥Meh sebab ity pengaruh gen terrente berkatan  dengan
pengaturannya pada proses metabolisme vang tdak dapat dipisahban dan aktivitas
enximn vang merupakan hasil pengaturan pen {Santosa, 1990)

Di dalam atmosfer, Miteogen (Ma) terdapat dalam jumlah yang hampic
dak levbatas N sebelum  dapat dignnakan olel tanaman. harus direduks:
terlebih datmin menjadi NH; dan difiksas untuk memvuson asam amino. Fiksasi
nitrogen & udara hanya dapat dilakukan oleh sejumlah kecil bakien dan alga bim.
Mikroorganisime tersebul hidup behas didalom tanah atan bersimbiosis dengan
tumbuh-tumbuhan, vang mempomad Gt penting secara ekonomis misabnyvg
simbinsis  antars baktem dan Rzodiem dan (winboh-tumbuban fegum.
Mikarenakan  tumbuhan  ini memiliki kandungan  protem  vanp  tinppi
(koolman and Bohm, 19954,

Lnsur nimragen mempunyal peranan penting dalam proses pertumbuhian
dan perkembempan tamaman. D dalam jaringan langman nitrogen merupakan
kaomponen penvusun dan banyak senvawa esensial bagy tumbuhan, misalnya
Asdm-asam aming, Seliap molekul protein tersuson dari asam arnino dan sctiap
enzim hdalah protem, maka mtrogen jupa merupakan unsur penyusun protein dan
enzun { Lakitan, 1993)

Engim merupakan suatu protein, termasuk nitrat reduktase vang sanga
berperan dalam  sintesis protem. Semua reaksi dalam  tamaman  memerfukan
katalisator  enedm, schingga peran witrm reduktase smgar pemting  dalam
pertumbuhan dan perkembangin tanamean. Enzim Nitrm Reduktase adalah enzim
pertama dalam palur asimilasi nitrat dan mengkatabisis reduksi nirat menjadi nitril,
sehingpea dapat dikatakan bahwa nitral redukiase memjadi faktor pembatas dalam
Jilur pengeunaan nitral oleh anaman (Martino and Smarelli, 989}

Emummva tanaman menverap unsur niropen dani tanah dalam bentuk
mitrat, dan selanjulnya  nitrat diubah menjadi asam amine olch jalur asimilasi

nitrat yang bertingkat. Laju pembatas dan tahap penpamaran asimilasinva terjadi
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pada awal reaks vane dikatahss oleh moat reduktase (Beever and Fazeman,
| Geatay

Nitrat Reduktase mempunyai aktivitas tertinggn pada daun tanaman yang
masith muda dan sudah berkembang penub. Penambahan umar daun akan memicu
penurunan aktivilas NR (Stivaslava dalam Huber ot o, 19923, Aktifitas NR uga
keotl pada daon yang sangat muda dan belum berkembang penuh. Meswro
Alnopri (1995} babwa relalil kecilnya akbvitas enzm Nitrat Reduktase daun pada
fase vegotatif karena daum belum berkembang secorn permh sehinggn jumnibuh
mapun aktivitas Mittal  Reduklasenya masth sangat rendah. Nitrar sebagai
senyawa milrogen yang diserap oleh wanaman mempunyal peranan  penting
terhadap aktivitas enzim mi.

Pengambilan dan asimilasi mitrogen torkait dengan ketersediaan karbon
pada tanaman, Pada tingkst scl, penpambilan dan pengorangin mitral  seria
perubahan amonium menjadi asam amine dan protein saling berhubungan pada
metahalisme karbon dalam pembenrukan eperpl, redukian dan skelawon karbon
Rasie fotosintesis tanaman dipengarubi oleh ketersediaan nitrogen, hasil dari
totosinresis pada ingkat sel telab datur. Amonmm mungkin menjadi fakior vang
penting dalun pengaturan aliran karbon terdhadap asam moino vany penting untuk
sintesis protein dan atau simesis sukrosa. Ketersediaan nitropen sebagai alokasi
karbon berhubungan dengan pertumbuhan tanaman dan produkiivitas bipn kedela
{ Abrol, 1990

Pemberian  mirat schagm sumber nitrogen pada lanaman  memyvebabkan
tanaman mengakumolasi sepunlah nitrat bask pada dmn macpon akiormya dan

aktivitas NR menpadi lebih besar  Sagihario, 1996

13 Pengarnh Salinitas terhadap Metabolisme dan Pertumbuhan Tanaman
bhoedelai

koekurangan mutrise dapat tegady karena tidak tecpenuhionyva nutmen dalam

media tumbuh stan karena tdak dapat diabsorbsi dan di assmilase oleh tanamun

schagal penganih dari kondisi lingkunpan. Kekorangan nutrisi merupakan

masalah yimy umum vang terdapat hampir selyruh arcal pertanaman di seluruh
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dumia Perbaikan areal anam, merupakan hal vang penting dalam menpetahi
kekurangan nutms penting atau mumist vang lam. Terdapat tiga melode penting
untuk mengelahui kekuwangan nutrs pada tanaman: menpamati gejala yanp
nampak, tes tanah dam anabisis tanaman ( Fagena, 19492),

Pengembangan tanaman kedelai di Tndonesia dapat dilakukan dengan
memantaatkan lahan-lahan marpin, musalovs di dacrah pantw atau daerah pasang
surul dengan kondisi garam tinggi (Pandiagean e of.. 1997). Adanya param di
daerah perakaran akan menuronkan potensial osmotik lantan tangh. Respon
tanaman terhadap kondisi ini adalah hilangnya wrgor. dan ditkud  denean
menutupnya stomata. Penutupan stomata akan menghambat ditiasi O yang
dibulunhkan untuk sintesis karbohedrat. Berkurangnya pertukaran gas ( Tolosintess
dun transpirast) akhimva akan meaghambat pertumbuhan tmaman.

Pengamh garam-garwm bagn tanaman umumnya secara tidak langsang,
vitity melalui pemngkatan tekanan osmotik pada air tanah sehingga menyvulitkan
tanaman memverap air, lerolarma bagy kecambah dan perakaran tanaman. Jadi
eleknya suma dengan tanah dalam keadaan kerving, Pengaruh garam vang
berlebihan dilingkungan perakaran terjadi karena pengaruh  khusus  ion-ion
spesifik yang  menghsobat pertumbuhan  tanaman melalun gangguan proses
metabolisme dan pengaruh umum sebagai akibat penurunan potensial osmotik
larutan media perumbuhan dalam lngkungan perakaran. Hal tersebul dapal
menEEangEn sistem penverapan air dan hara mineral (Harvadi dan Yahya, 1998),

kersie dan Teshem (1994) menyatakan bahwa dampak cekaman param
terhadap pertumbuhan tanaman adalah menurunmya kemampuan tanaman antul,
mengabsorbst air, kavena menmgkamya potensial osmotik sel akar vang melebib
pelensial osmonk air tanah. Hal ini dapat menyebabkan terhambarmva perluasan
dinding sel vang bersifal ireversible dan tenads reduksi hasil fotosiniesis

Pengaruh negatf cckaman garam menyehabkan berkurangnya  tingkat
pembclahan sel. perluasan sel, pertambahan luas daun, tanaman menjadi kerdil
dan daun menjadi jau pucat atan kuning, Garam memihkl pengaruh paling

merusak terhadap tanaman muds pada waktu perkecambahan, Konsentrasi garam


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

=

tnggi yang kemungkinan hesar terkonsentrasi pada tempat sekitar bibit dupat
memperlambal pertumbuhan.

Cekaman garam pada akar tanaman dapal meningkatlan Taju respirasi,
sehingga  menghabiskan  sukrosa vang lebih bamvak  Berkurangnva  suplai
karbohidral akibat stress garam alau kekurangan air akan mengurangi kemarmipian
Rhizobivm dalam nodule akar  Hal 1m akan menghambat pengmman hasil fiksas
ke tanaman sehingpa teradi akoamulas: sciyawa N owvang pada akhimva akan
menjudi penghambar balik (feedback infibition) tethadap aktititas nitrogenase
atau asimilasi ammomia. kondisi ini akan menyebabkan anaman kekurangan N,
sehingga mengeangsn olosinlesis (Hockathom ef af, 1997),

Cekaman param (Salt Stress) meropakam salah sata fakeor permbatas vang
dapat menghambal pertumbuhan tanmman kedelal dan menurunkan produksi
lepum (kedelat), bila notrisi N rergantung pada fiksasi N olch nodul akar { Abd-
Alla er of , 1998). Tanaman dan spesies legum mempunyai kemampoan untuk
merespon cekaman garam yang sangat bervariasi, mulal dan sangal sensitif
sumpai toleran. Hal i karena kadar garam (NaCl) pada media tumbuh tinegi
merupakm faktor pembatas yvang ckstim. Pada tanaman kedelai vang sensitif
terhadlap stres param (NaCl) dengan konsentrasi 10 Mm telah menghambat
pertumbuhannya (Lauch dan Wieneke, 1979, sedanpkan pada konsentrasi param
60 mM atau lebih merupakan konsentrasi vang tingpi bags maman kedelai,

Respon tanaman terhadap ganggosn linglungan seperti cokaman garam
dan aphkasi mtrat secara nyata dapar menumokan aktivitas enzim NI dan S5
schingpa dapal menghambal proses hidrohisis sukrosa menjadi fruktosa dan
ghikosy yung nantinya dijadikan sebagai sumber energ dan keranekan karbon

dalam metalwslisme nitrogen (Gordon ef af | 1997)

1.4 Hipotesis
Aktivitas Enzim Merat Reduktase pada daun tanaman kedela selama fase
vegetatif memngkatl sening dengan penambaban nitrat (KNCOh) sl mengalam

cekaman ciram
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M. BAHAN AN METODE

4.1 Bahan dan Alat

Hahan tanam : Bahan tanam vang digimalkean adalah benih kedela vanctas
Bromo, pasir stertl. lepin, larotan Mad'l 60 mM, laritan hara makeo vanp bernisi
29 mM KCL 0.1 Mm K-HPO:, 2.1 Mm CaCls, 1.8 Mm MeCl dan unsur mikro
147 phd MnCl: 4110, 0.8 pM CoSCOu 3150, 0064 b Na:Mo) 211,00, 4.5 ph
H:BO: 0.7 uM ZnS0. TH2O. 0,17 ph CoS0:2H:0, 001 pM MCE.6H:0), 55
uM FeEDTA, aquadest, etane] panas B0%, buller eksiraksi kedela, soliovlic aeicd
dalam HXSO4 p.oa, lNaOH 20, saiffemil amde. WED dan lain-lain.

Alat vanp dipunakan antara lain | morlar-stampler, pedphog, pelas ukur,
heaker plass, pipet, vorlex, spektrofolometer, kuvel VIS, waterbath  30°C,
veririfuse, tabung reaksi, eppendor!, Tabel dan alat-alal lon vy digunakan pada

penclitian ini.

1.2 Pdaksanaan Fenelitian
3.2.1 TPerlakuan Penelitian

kKedelar vang ditumbuhkan pada media pasic dengan Kondisi normal ( O
i MaCl) dun cekaman param (60 mM KaCl) vang masing-masing diben
perlakuan nitrat ( KMCh ) dengan konsentrasi 03 2.5; 5 dan 7.5 mML
Kombinasi perlakvan cekarnan garam dan perlakuan nirat, sebapa benkut:

. 0 m KNG
' 0 mM NaCl - 2.5 mM KNG
I { Enitral FmM h"'«l{]_
I 7.3 mM KKOn
o 0 mh KN
A mid haCl ' 2.5 inM KND,
i ekaman Garam ) 5 mM ENO:

7.5 mhd Kk i
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3]

3.2.2 Penanaman

Benih kedelai varietas Bromo sctelah donokulasi dengan legin ditanam dalam
polvhag vang berisi pasic steril, setiap polvbay diisi 5 benih. Benih vang relah
tumbubh distram dengan air biasa selama salw mnggn sctap pagl dan sore
sebamvak 200 ml

3.2.3 Pemberian NaCl dan larutan hara

Memasuki awal minggn kedua (8-14 hst) dilakukan penyiraman dengan
perlakuan Nat?l dan nitral  (KNO:) bersumasn dengan pemberian lanatan noirisi
Larutan nutnsi vang dibenkan berdasarkan komposisi nuirisi dari Sexton et
al (1998} vang benst larutan makro 2.9 mM KO D IMm KHPO., 2.1 Mm
Cal’l, |8 Mm MgCl dan unsur mikro 147 pM MaCl4H.0, 0% pM
Cub0 5H:0, 0064 oM NapMoO,2H.0. 4.5 oM 1LEBO;, 6.7 oM ZnS0 THO,
017 uM CoS0,. 21,0, 0.01 M NiCL6HaO, 55 pM FeEDTA  yang diberikan

setiap han sebamyak 200 mi {pagi dan sore) sampai tanaman bepamiar 2 minggy,

4.2.4 Pemeliharaan
Pemeltharaan rapaman dengan penyiangan gulma dan pesgemdalian hama
dan penyvakil yang dilakukan sesua kebutihan, Diserfai dengsn pengamatan

kelembaban udara. subu dan intensitas cahaya.

L21.5 Pemanenan

Panen dilakukan ketika tanaman telah beromor 2 minggo vang ditandai
dengan muncubova daun mifoliar vang ferbeniuk dengan sempurna, Dann vang
dimminl adalah daun vang berada i pucok dan sudah berkembang penuh atau

daum tnfiolamya

3.3 Analisis Laboratorium
Analisis laboratormam didakokan ontuk mengetahm aktivitas enzim NR, 88
dan N1 serta kandungan mitrat, nitrit, gula reduksi dan sukrosa vang tahapannya

sebazal berikul
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3.3.1 Ekstraksi Ertim

Daun digerus dengan b; car dengan bantuan morlar stampler sampa
halus kemudian ditambah denpan 3x volimme buffer cksmraks yang menpandunp
U omM Mops, Tod NMebhdoOy, 5 omd WaF, 2% 9P, 2 mbd B-ME. 5 mM
EDTA, 02 PMSF dan digerus kembali. Hasil pemmsan di sentrifupgasi pada
kecepatan | 2000 rpm pada subn 4°C selama 25 menit. Supernalan vang
dihasilkan diambil dan digunakan sebagai sumber enzim untuk akrivitas Niteal

Redukiase, Sucrose Synihase dan Nentral Invertase.

3.3.2 Pengujian Aktivitas Nitral Reduktase

Enwim hasil chsiraksi schanyvak 0.3 ml. ditambahkan pada | mL larugan
pengigi yang mengandung 25 mM K-fosfat (pH 7.5), 10 mM kalium nitrat
(RO} dan .2 mM NADH seria diambahkan Ha() sampai volume 2 ml.
Setelah o campuran dunkobasi pada suhu 30°C selama 0, 15, dim 30 menit
Aktvitas enzim dihentikan denpan menambahkan | mL 1% sulfanilamida dalam
L3N HCL dan 0.02% MN-Naptildiamin diklonida  Camporan dikocok  dan
difnkubasi selama 30 memt untuk melibat perubahin warnanyva,  Nitroe yang
lerbentuk drtentukan mengeunakan spekirofilometer pada panjang pelombang
340 nm. Aktivitas NR dibandimgkan dengan standar nitrit 0-20 oM WNO. Aktivitas
NR didefimsikan sebaga sejumlah enzim vang dapal menghasikan nitne per

safuan protein per satuan wakiu

3.3 3 Pepentuan Kandungan Proten Terlamt

Kandungan  protem  dwkur demgan  menggunakan metede  Bradford
{Preeutcher. 1990). Sampel ditambah dengan | mL larutan Bradtord, kerodian
absorban dikur pada panjang gelombang 595 nm. Hasil pembacaan dibandingkan
dengan standart Bovine Serum Albumin (BSA) 1 mgiml untuk mengeralu

kandungan protein terlami
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3.3.4 Ekstrakst Nitrat dan jaringan tanarmin

Taringan tanaman scbhanyak 3 gram digerns dengan elanol panas 30%,
homogenat disentrifugasi pada kecepatan 8000 rpm pada suhu 20°C selama 10
menit. Ambil supernatan (bagian bening), Pelet digerus kembali denpan etanol
panas 80% dan diseninfugas: lag. Ambil supematan dan ulangs pengeerusan
hingpm janngan tampak  berwarna keputitian Supematan  dikumpulkan, lalu
dikeringkan menggunakin rislary-cvaporator. Sampel dilarukan dengan sedikat

T

335 Penentuan Kandungan Mitrar jaringan

kandungan nitrat ditentuban herdasarkan metode Cataldo of of (1975
Sampel schanvak S0 ul dimasukkan dalam tabung reaksi ditambah denpan 200
ul 5% (VW) salicylic acid dalam 11803 p.a, kemudian campuran diinkubasi
pada suhu ruang selama 20 menit, dan 5 ml. 2 N NaOH ditambahkan secara
perlahan-lahan.  Absorbansi  diukur  dengem  spektrofotometer  pada  panjang
gelombang 410 nm Kandungan netrat ditentikan dengan membandimgkan standar

fitesal

3306 Penentuan Kandungmam Mitmt

Sampel schamyak $04 pl. ditambaly 100 pL Ha0, ditambah denpgan 500 ul
% sultamlamide  dalam L5 N HOL dan 500 I 002%  N-
naphthylethvlenediamine di chloride. Setelah terjadi perubahan warna (ditumggu
sampal 30 menit), selanjutnya OD didkur dengan spekirolfotometer pada panjang
gelombang 540 nm. Konsentrasi nitril dibitung dengan membandingkan kurva

stundart nitrit.

33,7 Penentuan Aktivitas Enzim Sucrose Synthase

Aklivitas eneaim Sucrose Synthase (55) ditentukan berdasarkan jumlaly
gula reduks vang dilepaskan dari sukrosa sclama proses hideolisis { Arm er af.
1991, dimana konsentrasi gula reduksi ditentoukan denpan metode Dinitrosalicylic

acid (TNS). Larstan reaction micture for S5 schanvak SO0 ul. vanp mengunduny
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25 mhd Mops-NaoH (pH 7,00, 100 mM sukrosa dan 2mM UDP ditambah dengan
400 pL W0 dan 10 . eneedm, Camvpuran divorteks selanjuinya diinkubasi pada
subu 30°C selama 30 menit. Tepat 30 mendl, reaksi dibentikan dengan menambah
reagen Dmitrosalicvlic acid (IDNS ) sebanyak 500pl. Sclanjutnya dididikan pada
waterbath selama 10 menml Setelah 10 menit dipanaskan, campurim didiamkan
pada air sampa dingan, kemudian dibaca OD-nya dengan spekimofotometer pada
panjang pelombang 560 nm. Frukiosa digunakan sebagai standar gula reduksi.
Aktivitas S5 didefimisikan sebagai sejumlah envim yang dapat menghasilkan oula

reduksi selama satu menil pada reaksi di atas.

1.3 B Penentuan Aktivitas Enzim Invertase

Aktivitas enzim Neufral Tnvertase (NE) ditentukan berdasarkan jumiah gl
reduksi yang dilepaskan dari sukrosa selama proses hideolisis ( Armi ef af . [99]),
dimana komsentrasi gula reduksi ditentukan dengsn metode Dinitrosalicvlic acid
(DNG) Lanetan reaclion miviwes for N0 sebanyvak 500 pl, menpandung 25 mMd
Maps-NatOH (pH 7.0). 100 mM sukrosa ditembah dengan 400 pl dan 100 p
enzm. Campuran diventeks selamjutnva dunbubasi pada subo 30°C selama 30
menit.  Tepat 30 memit, rteakst  dihentikan  dengan  mepnambah  reagen
Dimitrosabeylic acid (DNS) sebanyak 500 pl Selanjutmva dididibkan  pada
waterbark selama 10 menil. Setelah 10 menit dipanaskan, campuran didizmican
pada air sampal dingan, kemuodian dibaca OD-nya dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 560 vm. Fruktosa digunakan sebagai standar pula reduksi.
Aklivitas NI didefimsikan sebagai sejumlah ciam yang dapat menghasilkan gula

redukst selama satu menit pada reaks di atas.

339 Pengukuran Gula Reduksi

Sampel sebanvak 100 pl ditambah dengan 400 pf Ha0 dan 500 1l reagent
Dhiminsahovlic acd (DNS) Campuran di vortex, selanjuinya dipanaskan pada
suhu $°C selama 10 menie sampai warna merah coklar terbentuk. Setelah dingin

absorbansi divkur menggunakan spekirofolometer pada panjang pelombang 560
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nm. Konsentrast pula reduksi jaringan dibitung dengan membandingkam kurva
standart frukiesa,
3.3.10 Penentuan Kandungan Sukrosa

Sampel sebamvak 50 ul ditambah dengan 50 @l H20 dan 70 pl 0.5 N
maOH dimasukkan datam tabung reaksi kemuodian di panaskan pada air mendidih
selama |0 memt untuk menghacurkan gola reduksi, Sctelah dmem kemodian
ditambahkan 250 pl 0,1% Resorcinol dan T80 p] 309 HC secara perfahan vang
kernudian dipanaskan kembali pada subu 80°C selama 8 menit. Sctelah dingin

diukur absorbsmsimys dengan spekirotinometer pada panjang gelombang 520

34 Parameter Pengamatan
3.4.1 Paramcter Utama
| Aktivitas enzim Nitrat Redukiase
3.4.2 Parameter Pendukung
. kandungan Total Protein Terlarut (TPTY
2. Kandungan Kitrit dan Nitrat jaringan
b Kandungan sukrosa
1 Aktivitas cnzim Sucrose Synthase (85 dan Neutral Invertase (NI

5. Kandunpan pula reduksi
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Vo SIVIPULAN DAN BARAN

5.1 Simpulan

L kKondisi cekaman gasam pada konsentrast 60 mM dapat menumumkan akbvitas
enzim Nitrat Reduktase pada fase vepetlatil (V2) sebesar B3 26%,

2 Pambenan niteat sebesar 7.5 mM dapat meningkatkan aknvitas enzim Mitrat

[ eduktase saat tercekam garam pada fasc vesctah§

e

kondisi cekaman garam konsentrasi 60 mM dapat menurunkan kandungan
mitrat, nittil dan sukrosa jaringan serla aktivitas enzim N1 dan 8% namun
cekaman param konsentrasi o0 mhd dapat memngkatkin kimdumgram TPT serta
oufa reduksi.

5.2 Saran

Perdu dilakukan penelitian lebih langur dengan pemberian MafCl dan kadar b
daliorm jumilah vang bervariast dan rapam varielas selama masa vegedalif, untuk
lebilh mengetahin batas  (oleranst kedelm  terhadap  cekesman wmom dengem

pemberian nitrat.

Hilik OFT Perpustakas

Th
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