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RINGIKASAN

AKTIVITAS NITRAT REDUKTASE DAUN KEDELAL
FASE K1 (Awal Berbunga) PADA PEMBLERIAN NITRAT
DALAM KONDIST CEKAMAN GARAM (Salt Stress)

KHEISTININGRUM UTAMI

Fakultas MPertanian. Universitas Jember

Lnsur nitrogen mempunyad peranan yang penting dalam pembentokan
asam amino dalam tanaman. Niogen yang diserap dalam bentuk npitrat alan
direduksi menjadt ammonia melalui 2 langkah proscs vang dikatalisis olch
Nitrerd recheldase (MR dan Nitrit reduflase (NiR), Suplai nitrogen melalod [iksasi
M- oleh simbiosis terhambat selama kondisi cekaman param sehinpga perlu
dilakukan penambahan nitrat untuk mencukupi kebutuhan nitrogen  tansman,
Ketersediaan nitrat dalam jarinpan akan meningkatkan aktivitas NR karena nitrat
memipakan substrat vang menginduksi aktivitas NE di sitosol schinpea sintesis
enzm menjacdi lebih copat. Penelitian yvang dilakueken bertugian untok mengetabn
aktivitas MR daun kedelar fase R1 (awal berbunpa) pada pemberian nitrat dalam
kondisi cokaman garam.

Bahan wtama yang dipergunakan dalam penchitian adalah kedelm vanetas
Bromo vang dimokulasi dengan Rfhizodinm sp, Kedelar ditumbubkan pada media
pasit bersih dalam kondisi lingkungan nomal (0 mbd NaCl) dan cekaman garam
(60 mhd MNaCly vang masing-masing diben perlakusn mitrat denpan konsentmas
0; 2.5, 3 dan 7.5 mM KM, Setelah tanaman bequmr 35 hari (fase R17, daun
dianalisis.

Hasil penelittan menunjukkan babwa  pembernian mival pada kondis
cekaman garam dapat menginduksi aktivitas NR daun kedelai di sitosal, Aktivitas
MR tanaman vang mengalami cckaman garam tems meningkat dengan adanva
penambahan konsentrasi ol meskipun akbivitasnya lebih rendab dibonding
tanaman kontral. Aktivitas MR tanaman tercekam param dengan pemberian nitrat
pada konsentrast &7 2,5; 5; 7.5 mM masing-masing turun menjadi 33, 34, 20, dan
41 %o dan aklivitas tanaman konlrel, Penambahan konsentrasi mitrat Gap 2,5 mbd
meninglkatkan akuvitas NRE tanaman tercekam param sebesar 1.7; 1,77 dan 2.7
kali dam tanamen vang tidak diben perfakvan nitrat. Akumulasi dan nitrar, nitrt,
pula reduksi dan sukrosa 3 dmm dipengamuln oleh kondisn cekaman garam,

demikian juga dengan aktivitas Swcrose sinthase (35) maupun Nentrad inverlase
(NI},

Eata kumad  ; kedela, nitrat, cokaman garam. KR, 8%, Kl

xl
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@ Kk UPT Porpustakaas
UNIVERSITAS Jcisc

L PENDAHULUAN

L1 Latar Belakang Permasalahan

Kedelm (Ghveine max L. Merr) meropakan salah sam komoditas pertanian
penting karena bermanfaan uniuk mencukupt gia tubuh vaitu sehagat pendukung
utama dalam pemenuban protein nabati, bermantaat untuk diolah sebagal bahan
makan ternak, bahan baku berbagai indusin serta sebapm komodit ckspor non
migas. Kebutuhan kedelai di dalam negen tiap tahun cenderung terus meningkar.
seddangkan  persediaan  produksi belum mampu mengimbangd  permintaan,
Berdasarkan perknasn Departemnen Pertanian tentang proveksi produksi dan
penyediaan bahan pangan tabun 1980 — 2006, produksi kedelal Indoncsia pada
tahun 2000 diproyeksikan sckitar | .8&7 000 ton, sedangkan pernuntaan mencapai
2108000 ton  (Kukmana dan Yuniarsity, 2001), Permintaan kedelai akan teros
meningkat sejalan  denpan  perlumbuhan jumlah  penduduk, membaiknya
pendapatan per kapita, meningkatnya kesadaran masyarakal akan kecukapan gz,
den berkembangnya berbagai indusie pakan temak. Untuk memenult permimntaan
kedelan dalam negeni, Indonesia masih melakukan impor, Salab salu Takior
penvebab Indonesia sebagai negarn agrans tdak mampu memenuhi permintaan
kedelomys sendin yaitu karena luas areal pemanian vang cendemung mesmmym
karena berubahmya fungsi lahan pertanian ke non pertanisn, scperti untuk industri
dan perumghan, Hal ini yang menvebabkan luas areal panen kedelai di dalam
negen relanf tetap, bahkan sebenarnva kurang dan data vang welah dicatar
{ Adisarwanto dan Wudianto, 1999)

Penpembangan tanaman kedelai di Indonesia dapat dilakukan dengan
memaniaatkan lahan-lahan marginal, misaloya di dacrah pantal atau daerah
pasamng suryl dengan kondist tanah dengan kadar param tinggi {Pandiangan dkk.,
1997 Jems tanah vang terdapat di daeral pasang surol yaifu tanah glel humuos,
glel humus rendah, aluvial dromorl, podsol, podsal air tanah, dan argonosol,
lems tanah terscbut  tersebar di pantal Kalimantan tmur, baral dan sclatan, di
pantar Jawa Barar, Jawa Timuwr, Jawa Tengah, pantal timor dan barat Swmaers,

panlai-pamnian selatan, barat dan wtara [nan Java (Sarief, 1986), Namun kondisi
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tmah vang salin imi mempunvai permasalah vang cukup komplek, salah satu
diantaranva  adalah  dalam  penyerapan unsur  nitrogen  yang  penting  bapi
periumbuhan tanaman.

Unsur i alam tendii dan sejumlah besar nitrogen vang, terdapat dalam
bentuk protein, asam nukleat dan beniuk biomolekul yang lain. Nirogen pada
tanaman kedela sepert jups pada tamaman legum yang lain, dapar dipenuhs
melaloi fiksasi Ny dan asimilasi nitrogen mineral, Dua sumber nitrogen i dapat
bersifat saling melengkapi (sinergestik) atau berlawanan (antapomstik) dalam
hobunpgannya dengan faktor lingkungan ataupun masa pertmbuban fanaman
(Wery er al, 1986). Pada sebagian besar ranah dimana kandungan nitrat cukup,
proporst nitrogen yang berasal dari fiksasi simbiotik sckitar 50%. totapi dapsd
mencapal 75% pada tanah lempung berpasir  (Hardarson er af, 1984, Bergersen
ef @l |985; Zapata er ol , 1987).

Fiksast M. oleh nodul akar legum dapat  dihambat oleh adanva sangguan
lingkunpan  seperti  defolias),  kekeringan, salinitas, dan  aplikasi  nilral
{Gordon ef al, 1997, Soussi ¢f af, 1998), Cekaman garam merpakan salah satu
fakior pembatas utama bam pertumbuhan dan produksi pada schagian besar
tanaman, terlebih apabila sumber nitropen berpantung pada fiksast N: oleh
simbiosis {Alla, [992). Pada kondisi tercekam, simbiosis antars tanaman Tegum
dengan bakteri Mfizodinm akan terpangpu, pembentukan nodul menjadi terhambat
sehingga akan mengpangen proses fiksast Ny dan menyvebabkan berkurangnya
suplan nitrogen melalu fiksasi .

Pada wmumnya niropen  diserap tanaman  dalam  bentuk  ammaoniom
(NH4') dan mitrat (NO:). Tumbuh-tumbuban vang tidak melakukan fksasi Na
secara langsung dan wdara mendapatkan schagian besar nitrogennya dari dalam
tanah dalam bentuk nitrat {Ammstrong, 1995). Guerrero ef af, (1981) menvatakan
bahwa mitrat diserap dan dalam tanah melalui akar kemupdian direduksi menjadi

ammonia. Ammonia selanjuinya oleh tanaman disbah menjadi asam nukleat,

asam amino, protein, dan senvawa esensial lainnya,
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Mitrat diweduksi menjadi ammonia melalu 2 lanpkah proses vang
dikatalisis oleh Mirad rechuktase (NR) dan Niveit reciuktaye (NIR). Aktvitas NE
berhubungan dengan nilai forosintesis dan ketersediaan ranpka karbon dikontrol
pada tingkat ransknpst dan post manslasi (Kaiser er @l, 1993). Trankripsi gen KR
dinduksi oleh N (Cheng ef «f, 1986), selain itu pula hasil fotosintesis juga
berperan untuk menginduks akiivitas KR (Cheng ef af | 1992

Hedoks: mitrat dapat terjadi di akar mavpun di daun, tergantung dari
spesies lanamannya, masa perfwnbuban  lanaman  $erfs penambahan  nitrar
Pada kebanyakan tanaman herbacesus, asimilast nitrat terutama terjadi di daun,
meskipun asimilazi mitral di akar kadanp berlangsung pada masa pertumbuhan
swal tumbuohan mi (Helde 199%9). Secara umum apabila konsentrasi nitrat
eksternal meningkat, proporsi yang ditransportasikan ke pucuk unmk reduksi juea
memingkat (Lea dan Leegood. 1993 ).

Fehr dan Caviness ( 1977) membagi pertumbuban tanaman kedelal menjadi
2 lase pertumbuhan yaitu fase vepetatif (V1-V3 ) dan fase generatif’ (R1-RE8)
Fabre dan Planchon (2000) dalam penelitiannya menyatakan bahwa aktivitas NE
mencapan  maksimom mendekati masa berbunpa penuh {R2) dan kemudian
menunn sesudahnya. Fase sebelum berbunga penuh disebut fuse B1, vaita fase
dimana tanarmem kedelan sudah mempunyar bunga terbuka pertama pada buky
manapun pada batang urama.

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahm aktivitas NR yang terjadi di
daun kedela pada fase R1 (awal berbunga), dalam kondisi tercekam goarwm dan

adanya aplikasi nitrat

1.2 Perumusan Masalah
Kedelai mampu  bersimbiosis dengan  bakteri pemfiksasi Ny sepert
Rhizobium, Brodvehizcebivm dan Azorkizobivm yang dapal memfksasi N dan

udara schagal suplai nitrogen bagi tmaman, Cckaman garam (salf stresy)

merupakan salah satu faktor pembatas utama bapi pertombuban dan produksi pada

sehapian besar tanaman. terlebib apabila sumber nitrogen kergantung pada fiksasi

Maoaleh sumbiosis,
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Cekaman garam pada media umbuh dapat menyebabkan menunimnya
potensial osmoetik larutan tanah, dapat menghambat penyvebsran rambut-rambaut
gkar tanaman, menunmbkan jumlah dan fungst nodul akar sehingpa fiksase By
simbiotik  menjadi  terhambat.  Menumunnva kemampuan tanaman  unoik
memfiksasi M; melaln simotik dapat menummkan supla nitrogen hag Ganaman,
selingga mempengambl metabolisme nitrogen  termasuk  enzim-cnzim  vang
ferlibat i dalammyvie Salah satunva adalah WR vang menpkalalisis reduksi nitrat
menjadi nitrit.

Tamwman kedela yang mencapal lase R1 sngat membuiubkan suplal
nitrogen untuk proscs pembentukan bunga, schingea hams tersedia dalam jumlah
yvang cukup di dalam tanamam. Berkurangnva supla motrogen karena terthambatmya
filzasi M. dapat dipenuly dengan melakukan penambahan nitrat dari luar. Nitrat
merupakan salsh satu bentuk nitrogen vang dapat diserap oleh fanaman dan
merupakan substrat ving menginduks aktvitas NE di sitosal untuk mereduks
nitral menjadi nitrit. Apabila konsentrasi nitral eksiernal meningkal, propors yang
ditransportasikan ke pucuk untuk reduksi juga meninghkat.

Dari yrman di atas kemudian timbul susio permasalahan vailu apakah
penambahan mitrat (KMO5) dapat meningkatkan aktivitas NE daun kedela fase K1
{awal berbunga) vamp mengalaimi cekaman garam,

1.3 Tujuan Penclitian

Penehition i bertujuan untuk mengetahin aktivitas NRE daun kedelai

fase R (awal berbunga) pada pemberian nitral dalam kondisi cekaman param.

1.4 Manfaat Penclitian

Hasil penelitian i diharapkan mampu membenkan mformasi mengena

hubimgan aktivitas ME dengan pemberian nitrat terhadap pertumbuhan tanaman

dalam kondisi cekaman garam, vanp dapat dipunakan  sebagai acuan unluk

peneliian lebih lamut dalam usaha untuk memingkatkan hasil produksl tanaman

kedelal pada media yang mengalami cekaman param.
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IL TINJAUAN PUSTAKA  ~—  “2o/p

1.1 Asimilasi Nitrogen dan P'eranan ANitraf redoakiase pada I'anaman

Mitrapen diserap oleh tanaman dalam bestuk don miteal (K057 aran
ammonium (NH ). Asimilasi mitrogen pada tanaman melibatkan beberapa enedim
dianaranya adalah Nitrate redultase (NE), Nire redufiase (NIR), Ciutanine
spthedase (GS) dan Glwamate pothase (GOGAT) (Anderson dan Beardall,
1992} Bak mirat maupun ammonium dalam tanaman disintesa menjadi asam
ammnne dan lelh lanjut disintesa menjadi protein yang bertindak sebagai envim
pada metabolisme lmaman. Semakin besar unsur nitrogen yang diserap aleh
tanaman, semakin tingel pula unsur karbon yang diperlukan untuk sintesis asam
anunn,  lebih langut bisa diduga  semakin besar pula  forosintesanva
{Sumhario er al, 19907

bMenumue Salishury dan Ross (1995), reduks) nitrat menjadi ammonium
terjadi dalwm dua reaksi yvang berbeda yang dikatalisis oleh enzim yvang berlainan.
Reaksi pertama, mitral direduksi menjadi niimt dikatalisis oleh NE. enzim vang
menganpkut dus cletron dan NADH atan KADPH pada heberapa spesies,
Hasilmya berupa nitrit (NOz ), NAD' MADF dan H2O.

NR

NOy < NADH+H — " NOy + NAD™ + H0

Reaksi kedua dari keseluruban proses reduksi nitral adalab pengubahan
nitrit menjadi NIT,", Nitrit vang ada di sitosol akibal kerja NR dianghut ke dalam
kloroplast daun ataw ke dalam proplastd di akar tempat terjadi reaksi reduksi
nitrit menjadi W1, yang dikalalisis oleh NiR, D0 daun, reduksi MOy menjadi
NH." memerlukan 6 elektron vang diambil dari 1,0 pada sistem prenpanghautan
clektron non siklik kloroplast. Reaksinya adalah sebagai bertkut

KiRk

NO; + 6Fd (red) + 6H' ——®  NI1; 1 21O+ 6Fd (oks)

Beveer dun Hageman (1969) menvatakan bahwa NE merupaksan enzim
yanyg berperanan dalam proses asimilasi NO: karena enzim ini meropakan enem

pembatas  lerhadap laju  pengaturan  asmilasi WOy pada awal  reaksinva.
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(¥eh karema ilu dapat dikatakan babwa NI merupakan faktor pembatas dafam
Jalor pengzumaan mitral olebh @naman (Martine and Smarrelli, 1989

Reberapa hasil penelitian melaporkan bahwa pemberian mimat scbaga
sumber nitropgen pada tanaman menyvebabkan tanaman mengakimalas sejumlak
nitral baik pada daun manpun akarya dan aktivitas NR menjadi lebih besar
(Sugharta, 199, Ketersediam nifral dalam janmagsn tmanan mempengarhi
aktiviras NI, karena aktivitasnyva diindulesi oleh adanva substrat notrat. Camphell
(1988) menvalakan babhwa miral vang tnggn di sitosol dapat meningkatkan
aktivitas NI karena sintesis cnzim menjadi lebih cepat.

Horper (1972) dalam penalitiannys menvalakan babwa aktivitas MR pada
daun kedelai tidak terdeteksi Lila tanaman ditumbuhkan pada media yang ndak
mengandums mitrat. Schaliknya bila mtrat dibenkan pada media tanam, aktivitas
NR dapat terdeteksi pada seluruh fase mumbuhb. MNitrat Heduktase mempunya
akrivitas tertinggi pada daun tanaman yang masilh muda dan sudah berkembang
penuh. Penambahan usia daon akan memicu pemuronan aktivitas NE sepert
pernyalian Srivastava (1980). Aktifitas NR jupa kel pada daun yang sanpal
muda dan belum berkembang penuh. Menurut Alnopni (1995) bahwa relatif
weclnya mlm akbwvitas MR daom pada fase vepetatf karena daun belum

berkembang secara penuh sehingea jumlah maupun aktivitas MR masih sangat
rendih,

2.2 Pengaruh Salinitas terhadap Metabolisme dan Pertumbuhan T'anaman
Kedelai

Cekaman garam merupakan salah san [akior pembatas olama  bag
pertumbuhan dan produksi pada schagan besar tanaman, terlebih apabila
kebuwuhan mitrogen berpantung pada fiksasi M; melalui simbiosis {Lawler ef wf |
[981; Alla, 1992), Cekaman garam dapat mempengarubn simbaesis antara legum
dengan bakten Rhizodiwm. Menurat Zahran dan Sprent (1986), cckaman garam
dan kekerinpan keduanya menghambat penvebaran rambut-rambut akar dan

menunmksn jumlah nodul aker, Pengoruh cekaman paran pada nodul akar

adalah menurunkan jumlah koloni Rbetzelaen dan mempenganih perkembangan
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rambut-rambut  akar. Funpgsi noddul akar schagal penambar nitrogen udara
diturumkan oleh karena pengaruh cekaman param  (Alla, 1992), Fiksasi Nz oleh
nodul akar dibambal selama kondisi cckaman garam sehingga suplal nitropen ke
daun menjadi berkurang. Efeknya semakin nvata denpam semakin lamanya
periode cekaman garam (Rabie dan Kumazawa, 1988).

Apesies lepum mempunyal tangpapan  yang berbeda terhadap cekaman
garam, dapat dikategorikan dan sangat sensitif (extremely sensitiv) sampai
dengan tleran (Lauchli, 1984: Cordovilla er o, 19951 Konsentrasi WaCl vang
rendah (10 mM) dapal menghambat pertumbuhan kedelal yang sensitif terhadap
cekaman garam (Lauchlh and Wieneke, 1979). Grattan amd Mass (1988)
melaporkan bahwa konsentmasi garam vang tingel (60, 80, dan 120 mM NaCl)
dapal menurunkan pertumbuhan kedelai. Pada konsentasi MaCl 60 mM, tanaman
kedelal masih toleran terhadap cekaman garam dan masib dapat membentuk nodul
meskipun beral kemng nodul sangat rendah dibanding tanaman yeng tidak
mengalami cekaman garam { Alla, 1998)

Kersie dan Leshem (1994) menyatakan babwa dampak cekamman garam
terhadap pertumbuhan tanarman adalah menurunnya kemampuan tanaman untuk
menpgabsorbst air karena memingkatnya potensial osmolik sel akar vang melebih
potcnsial osmotik larutan tanah, Respon tanaman terhadap kondisi ini adalah
hilangnya furpor dan dikott oleh menotupnya stomata, Penutupan stomata akan
menghambat perfukaran gas dalam proses fotosintesis. Pada kondisi yang tidak
menguniungkan seperti cekaman kekenngan dan keparaman tinggi (lanah salin),
tanaman akan menurunkankan proses fofosintesis (Flower dan Yeo, 1982) dan
respirasi (Criddle er @l, 1989). P'ada kedua kondizi fersebul tanaman akan
mengalami  stress osmotik yang  merypekan  salah satw faktor  pembatas
pertumbahan dan produktifitas tanaman.

Llek nepatif cckaman garam pada fiksasi Ny pada tangman legum adalah
mengurang suplai fotosintal pada nisdul (Bekla ef @l 1982; Georgiev and Atkins,
1993}, menpurangn suplsl substrat respirasi kepada bakiercid (Delgado er ol
19943, dan perubahan dalam oxygen diffusion barvier (Serraj er of, 1994)

Berkurangnya supla karbohidrar akibat cekaman param atan kekurangan air akan
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mengurangi  kemampuan  Rfezobion dalam nodul  akar  schingea  dapat
menurunkan suplan nitrogen melalol fiksase Na.

Cekaman garam memacy akumulasi dan ammonmm, niorat dan asam
aming bebas di tanaman dan cenderung unluk menekan dari akfivitas eneim vang
terlibvit di dalam astimilast ammonium (Sousst ef @f, 1998} Penurunan akrivitas
MR karena cokaman garam juea sangat dipenparuhi oleh folosintesis,  Hal ini
disebabkan karena sukrosa, m:l:'clgili.h&si] fotosmtesis. menginduks) aktivitas ME
parda duerah akar (Snvashar er ol 1997).

karbohidral (sukrosa) hasil fotosmtesis tanaman inangnya (kedelal) vang
ditransportasikan ke akar melalui phloem tidak dapat digunakan secara langsung
sebapai sumber karbon dan energ untuk proses metabolisme nitrogen, tetapi hans
dipecsh terlebih dahulu. Terdapat dua jenis endm yang beperan  dalam
pemecahan sukrosa, yvailn Sucrose swthase (88) dan fmvertase (Invy,  Cekaman
param secars nyats depat menurunkan aktivitas 88 nodul, yvang secara langsung

juga berhubungan desigan penurunan fiksasi N; oleh nodul {Gordon e of.. 19971,

2.3 Hipotesis

Penambahan mirat (MO57) dapat meningkatkan aktivitas NR daon kedelw
fase B1 {awal berbunga) vang mengalami cekaman garam.
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1L BANAMN DAN METODE

3.1 Tempat dan Wakio Penelitian
Penelitian imi dilaksanakan i rurmah kaca Fakulias Perlanian  Lniversieas

Jember dan Laboratorium Pusat Penelitian Biologl Molckuler, Waktu penelitian

tilaksamakan mulw bulan Desember 2002 sompai denpan April 2003,

3.2 Bahan dan Alat

Bahan tanam yang digunakan dalam penchinan i adalsh kedetm vanetas
Bromo. Bahan kimia yvang digunakan diantaranya NADT, Sufjasilamide, NED,
Solicwic ocid, DINS dan bahan kimua lamnya dengan kualifikasi cocok untuk
penelitian vang diproduksi oleh perusahaan bahan kimia Sipma dan E-merck
i Jerman).

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain mariar stmpler,
spekirafotomerer, refregerated centifige, milro piper, rolar evaporTior, TCTACA

digital, waderbath dan alat-alat lain yang digunakan pada laboratorium kimia.

33 Muetode Penclitian
3.3.1 Perlakopan Penciiiian

Kedelai ditumbuhkan pada media pasir bersih dalam kondisi lingkunpan
notmal (0 mM MNaCl) dan cckaman param (60 mM NaCl) yvang masing-masing
diberi perlakuan nitrat (KMN(h) dengan konsentrasi 0; 2.5; 3 dan 7.5 mM.

Kombinasi perlakuan cckaman garam dan perlakoan nitrat, vaitu schaga benkout -

| 0 mbh KN
0 mM NsCl 2.5 mM KNO,

, (Kontrol) 5 mM KNO;,
| [ 7.5 mbh KMNOs |
| 0 mM KNO;

o) mM NadCll 25 mM KN(),

(Cekaman Garam) S mMKNO;
| | "':5 T h?‘\_ﬂu
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332 Penangman

Benih kedelai varetas Broma ditanam dalam polybagp vang berisi media
pasit bersih, sat polvbaz berisi 3 benil. Sebelum ditanam, benih dimnokulas
denpan Rhizehivm Sp. Benih yang ditanam terscbut disiram menggunakan aie
biaza‘aquadesh selama 7 hari. Setelah tanaman beruomur 7 hari atau kotiledonmya
telah lepas, tanaman  mulu diben perlakyan NaCl dan nitrat (KNO:) bersamaan
dengan penyiraman larutan nutrisi.

Lamitan nutrisi vang  dibenkan  berdasarkan  komposist nutrisi dan
Sexton ef af. (1998) vang berisi unsur makro 2,96 mhd KCL 01 mbd BGHPO,;
2.1 m™ Callly) 1.8 mbh MeCla dan umsur mikro | A7 pbd MoCLAHO; 080
CuS0:5H0; 0,64 uM Na,MoOw 2110, 4.5 pM B0 0.7 pM ZnS0, 7H0;
017 pM: CosOy 2H0; 0,01 M, NiCl6H20; 55 uM FeEDTAL

Penymraman larutan nutrisi dan perlakuan dilakukan setiap hari (pagi dan
sore) sebanvak 200 mlpolybap untuk mingpu ke T, 250 mlfpolybag uniuk
minggu ke [11, 300 ml'polvbag untuk minggu ke 1V dan V. Setelah diperlakukan
sclama 35 hari (saat tanaman berbunga 30-50% alau mencapai Tase R 1) kemudian
dilakukan pemanenan daun. Contoh daun yang dipunakan dalam analisa enzim
adalah daun vang sudah berkembang penuh {diambil dan buko kedua dam ketiga),
D dinnmbang kemudian disimpan dalam nirogen cair atan daiam freczer - 80°C

sampai dianalisis.

3.3.3 Eksiraksi Fneim

Ckstrakst enmm dilakuksn denpan cara menggcrus jaringan tanaman
dengan bantuan N: cair dalam mortar stumpler dingin. Setelah halus kemudian
ditambahkan larulan bulTer gkstraksi yang mengandung 50 mM Mops: 5 mb
NaF [ 1 pM NazMao()y; 0.2 %% PVP; 2 mb B-ME; 5 mM EDTA dan 0,2 PMSF
dengan volume 3 kali berat sampel selanjutoya digerus kembali. Homopenat

kemudism disenmfugasi pada kecepatan 12000 rpm, 47 C selama |5 memt,

Setelah disentrifupasi supemalan diambil dan digimakan schagal sumber enzim.
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3.3.4 Penpujian Aktivitas Nitrat reduktase

Akfivitas WR  dinji menggunakan larutan pepgeun dengan komposist
sehapai berikut ; 500 pl 0.1 M Buffer Kpi (pH 7.5), 200 pl 0,1 M KNO3,
100 ph 5 mM NADH, 100 gl sampel dan kemuodian ditambahkan HxOQ senpa
volumenya 1 mlL. Campuran dikocok (dimdxmrs) dengan menggunakin ¥orx
sedanjuinva ditnkuebasi pada subu 307 C selama 0, 20, dan 30 menit. Heakst enam
dihentikan dengan menambahkan | ml. 1% sulfamilamida datam 1.5 N HCL dan
1 ml. 0,02% N-naphthylethylenediamine dichlonde. Intensitas wama yang
terbentuk diukur  mengrunaken  spektroforometer pada panjang  gelombang
340 mm. Konsentrasi nitrit dihitung dengan membandinglcan kurva standar nitnl
{0=-435 pL 0.2 mM NaMNOy). Satu unit aktivitas spesifik NE sama  dengan
ng NO:/ue proteinjam.

335 Penentuan Kandungan Protein Terdarut

Kandungan protem  divkur  dengan - menggunakan metode  Bradiord
i Deutscher, 1940, Sampel ditambah dengan | mL lanmtan Bradford, kemudian
absorban diukur pada panjang gelombang 595 nm, Hasil pembacaan dibandingkan
dengan standart Bowvine Serum Albumin (B5A) 1 mg'ml untuk mengetabum

kandumssan protein terlarut

33.0 Ekstraksi Nitrat dan Nitrit dari Jaringan Tanaman

Jarnngan tanaman schanvak 1 g digerus dan dilanstkan dengan 5 mL ctanol
panas 80%, Homogenat kemudian diinkubasi pada suhu 60° © selama 10 meml,
sclanjuimva  disentrifupasi: pada kecepatan 800 mpm, 20° C selama [0 menit.
Supernatan kemudian diambil dan pelet digeras kembali dengan etanol panas 80%;
dan  disentnfugasi lag, Penggerusan divlangn lagn sampan pelel  berwama
lcputihan.  Supernatan  dilkumpulkan jadi satmu kemwdian dikonscotrasikan

menggunakan rotgn-evaporeior, Hasil evaporasi (konsentratl) merupakan sarmpel

untk analisa kandunpan nitrat dan nitet.



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

3.3.7 Penentuan Kandungan Nitrit Jaringan

Sampel schanvak 400 pL ditambah 100 pL ;0. ditambah dengan 500 jal.
%% sulfamilamade datam 15N HCL dan 500 pL 0,02% N-naphthylethylenediamine
dichloride dicampurkan  (disiziere) mengpunakan voreex,  Setelah  teggadi
perubahan wama (dilunggy sampm 30 menith. sclanjumya O (optical density)
diukur dengan spefvrofotomerer pada panjang pelombane 540 nm. Konsentrast

nifril dihitung denpan membandingkan kurva stamdart nitmt

3.3.8 Penentuan Kandungan Nitrat Jaringan

kandungan mitrat diukur menurut mewode dari Caraldo e af (1973).
sampel sebanyak 50 pl. ditambahkan dengan 200 pL 5% (W) salicvlic acid
dalam H.50y pa Setelah dinkubasi pada suhu ruang selama 20 menit
ditambahkan 5 mil. 2ZN MaOH secars perlahan-lahan,  Selanjuinva absorbans
divkur dengan speltroforometer pada panjang gelombang 410 nm. Konsentrast

nitrat dibitung dengan membandingkan kurva standart nitrat

339 Penentuan Aktivitas Sucrose syntfase

Aktivitas 85 ditentukan berdasarkan jumlah pula reduksi vang dilepaskan
dari sukrosa selama proses hidrolisis sukrosa. 500 pL reaction mixture 55 vang
mengandung 23 mM Mops-haoH (pH 7,07, 100 mM sukrosa dan 2mbdd UDP
ditambah denpan 400 pl. [0 dan 100 pl eneim, Campursn  divortcks
selanjutnya dunkubasi pada subu 30°C selama 30 menit. Tepat 30 menit, reaksi
dihentikan dengan menambah reapen Dindtrosalicdlic acid (DNS) schanyak
S00pl. Selamjutnya  didhdihkan pada warerbarh selama 10 menit.  Setelah
campuran didiamkan pada air sampai dingin, kemudian 0D dibaca menggunakan
spektrafolomeler pada panjang gelombang 560 nm. Fruktosa ﬂigmakan sebagai
standar gula reduksi. Satu unit aktivitas spesifik 58 sama denpan pg lruklosa/

[LE proteinsjam,
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3310 Penentuan Aktivitas Tnvertise

Aktivitas Newirg! Srvermase (K1) ditenmkan berdasarkan jumlah pola
reduksi yang dilepaskan dan sukrosa sclama proses hidrolisis sukrosa. 5040 pl
regetion micture N vang mengandunp 25 mM Mops-NaQH (pH 7,00, 100 mM
sukrosa ditambah dengan 400 pl dan 100 pl enzim. Campuran divorieks
selangutnya dinkubasi pada suhu 30°C selama 30 menil, Tepat 30 menit, reaksi
tihennkan dengan menambah reagen Dinstrosalicvlic acid (DNS) sebanyak 500
pl. Sefanjuinya dulidihkan pada warerbaih selama 10 menil, Setelah campuran
dhiiamkan pada air sampai  dingin, kemudian OD  dibaca menggunakan
spekirafolometer pada panjang gelombang 360 nin, Fruklosa digunakan scbagai

standar gula reduksi. Satu unil aktivitas spesifik N1 sama denpan pp frukitosa/’
(L Protedn)’jam

33.11 Pengukuran Gula Reduksi

Sampel sebanyak 100 pl. ditembah dengan 400 pL O dan 500 pl,
reagent Dinttrosalicyhe acd (DNS). Campuran divonex, selanjuinya dipanaskan
pada subo 90°C selama 10 menil sampal wamna merah coklat terbentuk, Setelah
dingin  absorbanst dwkur menggunakan spekirofiiomerer pada  panjang
pelombang 560 nm. Konsenirasi guls reduksi jarnngan  dibitung  dengan
membandingkan kurva standart fruktosa.

3.3.12 Pengukuran Kandungan Sukrosa

sampel schanvak 50 ul. dimasukkan ke dalam tabung, ditambah dengan
50 uL Hy(r dan 70 pl 0.5N NaOH | Selanjutnya homogenal didibkan selama 10
menil untuk menghancurkan gula reduksi Setclah dingin ditambah dengan
230 pL 0.1% resorcinal dan 750 pl. 30% HCL kemudian dipanaskan pada suhu

BOC selama B menit, Absorbansi  kemudian  diukur  menpeunakan

spekirfilometer pada panjang gelombang 520 nm, konsentrasi sukrosa dibitung

denpan membandingkan kurva standart sukrosa
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3.4 Parameter Menelitian
|, Aktivitas Nurar redukloase
2, Kandungan toral protein terlarut
3. Kandungan nilril dan nitrat jaringan
4, Aknvitas Sucrose symthase (S5) dan NMewtral inveriase (NI

3. kandungan pula reduksi janmgan

6. Kandunpgan sukrosa jaringan
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Diert hasil penelitian yanyg dilakukan dapat disimpulkan bahwa
| Penambahan nitrat dapat meningkatkan akrivitas WR daun kedelai pracla

tase R (awal berbunga) vang mengalami cekamen aram

b3

Aktivitas NR tanaman tercekam garam dengan pemberian nitrar pada
konsentrasi 0; 2,5; 5 dan 7.5 mM masinp-masing turun menjadi 33, 34, 26,
dan 41 % dari akiivitas tanaman konirol

3o Akhvitas MR tanaman lercekam garam lerus meningkal dengan adanva
penambahan konsentrast nitral vang diberikan yaily sebesar 1.7; 1,77 dan

2,7 kah dan tanaman yang tidak diberi perlakuan nitrar.

5.1 Saran

Lntuk mengetahui pola akiivites NE tanaman kedelsi pada kondisi
cekaman garam, maka perlu dilaknkan penelitian lebih lanjut pada tiap fasc
pertumbuhan tanaman kedelal. Selain il perlu diteliti juga pensaruh penambahan
nitrat dengan kensentrasi yang lebih tingei dengan  kombinasi perlakuan param

schingea dapat diketahui titik optimum penambahan nitral yang mempenganihi
aktivitas NR. pada kondisi cekaman garam.
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