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ABSTRAK

Aktivitas nitrat reduktase dan glutamin sinthetase pada Klon Tebu Genjah
dan Non Genjah serta Responnya Terhadap Pemupukan Nitrogen, Imelda
Henganing Ayu, 981810401039, Skripsi, Mei 2003, Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember.

Aktivitas nitrat reduktase (NR) dan glutamin sinthetase (GS), sebagai enzim
asimilasi nitrogen yang berperan dalam proses pembentukan asam amino. diukur
dan dibandingkan pada dua klon tebu, vaitu klon tebu genjah PSTG 87-22643 dan
non genjah M 442-51. Parameter utama yang diamati yaitu aktivitas NR dan GS.
parameter tambahan meliputi kandungan TPT dan klorofil, biomassa dan tinggi
tanaman. Perlakuan beberapa dosis pupuk N diberikan untuk mengetahui respon
aktivitas enzim NR dan GS pada kedua klon tebu.. Penelitian ini bertujuan untuk
memperoleh informasi mengenai aktivitas NR dan GS pada klon tebu genjah dan
non genjah serta responnya terhadap pemberian pupuk N. Dosis pupuk N yang
diperlakukan adalah 0 kg N/ha, 50 kg N/ha, 100 kg N/ha dan 150 kg N/ha.
Aktivitas NR dan GS klon tebu non genjah M 442-51 lebih tinggi dibanding tebu
genjah PSTG 87-22643. Aktivitas NR dan GS kedua klon tebu dipengaruhi oleh
perlakuan dengan pemupukan N, yang semakin meningkat dengan meningkatnya
dosis pemupukan N yang diberikan. Aktivitas NR tertinggi pada klon tebu genjah
terjadi pada hari ke-9 setelah pemupukan yaitu sebesar 1.885 uMol/ug TPT/menit
pada dosis 150 kg N/ha, sedangkan pada klon tebu non genjah terjadi pada hari
ke-6 setelah pemupukan yaitu sebesar 2.905 pMol/ug TPT/menit pada dosis 150
kg N/ha. Kedua klon tebu mempunyai aktivitas NR terendah dengan pemupukan 0
kg N/ha. Aktivitas GS pada klon tebu genjah mempunyai nilai tertinggi sebesar
0.726 uMol/ug TPT/menit, dengan pemupukan 150 kg N/ha. Sedangkan tebu non
genjah mempunyai aktivitas GS tertinggi juga denga pemupukan 150 kg N/ha
vaitu sebesar 1.722 pMol/ug TPT/menit. Kedua klon tebu mempunyai aktivitas
GS terendah dengan pemupukan 0 kg N/ha. Aktivitas NR, aktifitas GS, total
protemn terlarut, kandungan klorofil semakin meningkat dengan meningkatnya
dosis pupuk N yang diberikan. Sedangkan biomassa dan tinggi tanaman pada
kedua klon tebu memberikan hasil berbeda tidak nyata terhadap perlakuan
pemupukan yang diberikan. Pada semua parameter penelitian di atas, tebu non
genjah mempunyai nilai lebih tinggi, kecuali pada parameter kandungan klorofil.

Kata kunci  : nitrat reduktase, glutamin sinthetase, tebu, genjah, non genjah,
asimilasi nitrogen, pupuk N.
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I. PENDAHULUAN s \J

1.1 Latar Belakang

Tanaman tebu (Saccharum officinarum [..) merupakan tanaman penghasil
sukrosa yang digunakan untuk memproduksi gula. Meningkatnya kebutuhan
penduduk akan konsumsi gula mendorong peningkatan produksi tebu. Menurut
Sukarso er al., (1992) produksi per satuan waktu dapat meningkat antara lain
dengan penggunaan varietas tebu dengan ciri genjah.

Varicetas tebu genjah yaitu tebu yang pada umur 6-7 bulan telah memiliki
kandungan gula total cukup tinggi sehingga bisa dipanen untuk mengatasi
rendemen yang rendah pada awal giling (Marjayanti dan Arsana, 2000). Empat
jenis yang menonjol yaitu PSTG 87-22643, PSTG 87-2378, PSTG 87-22870 dan
PSTG 87-22953, pada umur 7 bulan mempunyai kandungan gula total berturut-
turut 20.56, 20.17, 19.40 dan 21.38 %. Dibandingkan tebu genjah, varetas tebu
non genjah mempunyai kandungan gula total lebih rendah dan hanya dapat
dipanen pada umur diatas 10 bulan. Tebu non genjah M 442-51 dan F 154 pacﬂi
umur 10 bulan mempunyai kandungan gula total berturut-turut 15.49 dan 17.51 %
(Sukarso et al., 1992). Walaupun telah diketahui bahwa tebu genjah mempunyai
kandungan gula total lebih tinggi, namun pertumbuhan tebu genjah terutama
tingg tanaman tidak berbeda nyata dengan tebu non genjah. Penelitian Marjayanti
dan Arsana (2000) menunjukkan bahwa tinggi batang tebu genjah pada umur
6 bulan 218.33 c¢m sedangkan tebu non genjah dapat mencapai 227.00 cm. Pada
penelitian ini juga menunjukkan bahwa potensi hasil tebu per ha pada tebu genjah
yaitu sebesar 83.40 ton/ha sampai dengan 86.10 ton/ha, sedangkan pada tebu non
genjah dapat mencapai 91.20 ton/ha sampai dengan 108.40 ton/ha. Hal imi
menunjukkan bahwa tebu non genjah mempunyai potensi hasil tebu yang lebih
tinggi dibanding tebu genjah.

Pertumbuhan tanaman . berhubungan dan berkolerasi positif dengan
aktivitas enzim asimilasi nitrogen, yaitu nitrat reduktase (NR). NR merupakan
salah satu enzim asimilasi N yang berperan secara langsung dalam pembentukan

asam amino. NR juga merupakan enzim pertama dalam jalur asimilasi nitrat dan

1



N

menjadi pembatas laju reduksi nitrat” (NOs) menjadi amonia (NI3), dengan
demikian mengatur ketersediaan nitrogen tereduksi oleh tanaman (Croy dan
Hageman, 1970). Dengan kata lain NR juga mengatur laju sintesis senyawa-
senyawa nitrogen tanaman.

Selain NR, glutamin sinthetase (GS) juga merupakan enzim yang berperan
dalam proses asimilasi N dan pembentukan asam amino. Amonia (NH;) sebagai
produk akhir dari asimilasi nitrat, oleh GS akan disintesis menjadi bentuk asam
ammo glutamin dan selanjutnya akan diubah menjadi protein dan asam nukleat
yang sangat dibutuhkan bagi pertumbuhan tanaman (Lea, 1999).

Pertumbuhan tanaman ditentukan oleh kerjasama antara faktor genetik dan
faktor di dalam lainnya dengan lingkungan, seperti pemupukan N. Di dalam
Jaringan tanaman, N merupakan komponen penyusun dari banyak senvawa
penting bagi pertumbuhan tanaman. Umumnya tanaman menyerap unsur N dari
tanah dalam bentuk nitrat (NO3) dan amonium (Beever dan Hageman, 1969).
Unsur nitrogen juga merupakan regulator gen phosphoenolpyruvate carboxylase
(PEPC), nitrate reductase (NR), nitrite reductase (Sugiharto et al., 1992), light
harvestmg complex: protein (LHCP)Y serta Klorofil a/b (Gardner ¢ al., 1983).
Mengingat peranan penting enzim NR dan GS terhadap asimilasi N dan
pertumbuhan tanaman, maka aktivitas NR dan GS serta responnya terhadap

pemupukan N pada klon tebu genjah dan non genjah perlu diketahui.

1.2 Rumusan Masalah

Unsur N adalah bahan penyusun asam amino, amida dan nukleo protein
yang sangat dibutuhkan untuk pertumbuhan tanaman. Sintesis N di dalam jan'ngag
tanaman dikatalisis oleh beberapa enzim antara lain NR dan GS. NR merupakan
enzim pembatas terhadap laju pengaturan asimilasi nitrat pada awal reaksinya,
sedangkan GS berperan mengasimilasi amonia menjadi bentuk asam amino
glutamin yang sangat penting untuk pertumbuhan tanaman. Keberadaan unsur N
akan mempengaruhi aktivitas NR dan GS dalam jaringan tanaman. Hal ini
mendorong peneliti untuk melakukan penelitian terhadap aktivitas enzim asimilasi

N (NR dan GS) pada klon tebu genjah dan non genjah serta responnya terhadap



pemupukan N. Dari uraian tersebut diatas, akan memunculkan suatu permasalahan

sebagai berikut :

I Bagaimana respon aktivitas enzim NR pada klon tebu genjah dan nun genjah
terhadap pemupukan unsur N?

2. Bagaimana respon aktivitas enzim GS pada klon tebu genjah dan non genjah

terhadap pemupukan unsur N ?

1.3 Tujuan dan Manfaat

Hasil dari penelitian ini diharapkan akan diperoleh informasi mengenai
perbandingan aktivitas enzin asinilasi N yaitu NR dan GS pada klon tebu penjah
dan non genjah serta responnya terhadap pemberian pupuk N. Hasil penelitian
tersebut diharapkan dapat digunakan sebagai bahan acuan penunjang  bagi

penelitian berikutnya



IL TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Karakteristik Tanaman Tebu

Tanaman tebu (Saccharum officinarum L.) termasuk keluarga rumput-
rumputan yang tergolong tanaman C, Pertumbuhan dan produktivitas tanaman
tebu ditentukan oleh faktor dalam (genetik) dan faktor lingkungan baik abiotik
maupun biotik. Faktor abiotik meliputi curah hujan, suhu udara dan sinar
matahari. Sedangkan biotik meliputi berbagai mikroba yang bermanfaat maupun
penyebab penyakit serta gulma yang mempengaruhi kehidupan tanaman. Faktor
dalam (genetik) meliputi varietas yang berpotensi tinggi dan berusaha
menciptakan lingkungan tumbuh yang baik sehingga tanaman tumbuh optimal
dan produktivitas meningkat. Varietas unggul akan memberikan hasil yang lebih
tinggl dibandingkan varietas standar pada standar budidaya vyang diterapkan
(Kuntohartono er al., 1997),

Secara paris besar, varietas tebu dapat dibedakan menjadi tiga, yaitu
varietas tebu genjah, sedang dan dalam. Varietas tebu sedang dan dalam termasuk
kategori varietas tebu non genjah (Supriyadi, 1992). Sukarso et al., (1992)
mendefinmisikan tebu genjah adalah tebu yang pada umur 6-7 bulan telah
mempunyat kandungan gula total (glukosa, fruktosa dan sukrosa) cukup tinggi,
schingpa pada umur tersebut sudah  dapat dipanen untuk  diambil  gulanya.

Menurut penelitian Marjayanti dan Arsana, (2000), perturhbuhan tebu
genjah terutama tinggi tanaman tidak berbeda nyata dengan tebu non genjah.
Pertumbuhan varietas tebu genjah pada umur 6 bulan telah mendekati maksimal
terutama tinggi batangnya, karena telah memasuki fase kemasakan. Pada fase
kemasakan, pertumbuhan vegetatif tebu menurun sedangkan pertumbuhan
varietas tebu non genjah masih berlanjut hingga saat tebang, sehingga terjadi
pertambahan tinggi batang dan pada saat tebang potensi hasil tebunya relatif lebih

tinggi dibanding tebu genjah.
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2.2 Asimilasi Nitrogen serta Peranan Enzim Nitrat Reduktase (NR) dan
Glutamin Sinthetase (GS)

Pada tanaman, kandungan nitrogen (N) mencapai 2-6 % total berat keiing
tanaman. Sebagian besar nitrogen berbentuk asam amino, protein, atau asam
nukleat. Dalam bahan organik ini, nitrogen sebagian besar berada dalam bentuk
tereduksi (Gardner er al., 1985). Nitrogen diserap oleh tanaman dalam bentuk
nitrat (NOy') atau amonium (NH,"). Baik nitrat maupun amonium dalam tanaman
disintesa menjadi asam amino dan lebih lanjut disintesa menjadi protein yang
bertindak sebagai enzim pada metabolisme tanaman (Sugiharto er al., 1990).
Nitrat yang diserap oleh tanaman harus direduksi terlebih dahulu menjadi amonia
(NH5) agar dapat digunakan dalam metabolisme nitrogen (Guerrero ef al_, 1981).

Menurut Anderson dan Beardall (1991). reduksi nitrat menjadi amonium
terjadi dalam dua reaksi yang berbeda yang dikatalisis oleh enzim yang berlainan.
Pertama, nitrat direduksi menjadi nitrit dengan dua elektron transport yang
reaksinya dikatalisis oleh nitrar redukiase menurut reaksi sebagai berikut :

NOs + NADH + H'—NR_ No,+ NAD + H,0
Selanjutnya nitrit direduksi menjadi amonium dengan bantuan nitrit redukiase
(NIR) dimana reaksinya adalah sebagai berikut :

NO; +6 Fd (red) +6 H—NIR o NH. + 2 H,0 + 6 Fd (oks)

Beever dan Hageman (1969) menyatakan bahwa NR merupakan enzim
yang berperan dalam proses asimilasi nitrat karena enzim inj merupakan enzim
pembatas terhadap laju pengaturan asimilasi nitrat pada awal reaksinya. Dengan
demikian NR berperan juga mengatur laju sintesis senyawa-senyawa N tanaman.
Senyawa N yang diserap oleh tanaman mempunyai peranan penting terhadap
aktivitas enzim ini. Aktivitas NR dalam sel tanaman diduga dipengaruhi oleh
ketersediaan nitrat dalam jaringan tanaman.

Amonia (NH;) sebagai produk akhir dari proses asimilasi nitrat kemudian
akan diubah ke bentuk organik melalui jalur glutamine synthetase - glutamate
synthase, yang akan mensintesa asam amino, protein atau asam nukleat yang
nantinya sangat dibutuhkan bagi pertumbuhan tanaman. Pada tanaman C.,

glutamin sinthetase mempunyai peranan penting untuk mengasimilasi amonia



vang dihasilkan dari reduksi nitrat menjadi glutamin. Enzim ini mempunyai
afinitas yang tinggi terhadap amonia (Km = 3-5 mM) dan terdapat pada semua
jaringan tanaman (Lea, 1999). Pada beberapa tanaman pangan, 70-80 % senyawa
N akan direduksi dan diasimilasikan menjadi glutamin dengan menggunakan
energi sinar matahari (Anderson dan Beardall, 1991).

Asimilasi amonia terjadi dalam dua reaksi yang berbeda yang dikatalisis
oleh enzim vyang berlaiman. Pertama, penambahan amoma ke dalam glutamat
membentuk glutamin, dikatalisis oleh enzim glutamin sinthetase:

Glutamat + NH: + ATD — glutamin + ADP + P

Reaksi kedua, glutamin kemudian dikonversi kembali menjadi bentuk
elutamat, dikatalisis oleh enzim glutamin oxoglutarat aminotransferase:

Glutamin + a-ketoglutarate + NADH —2 glutamat + NAD'

Asimilasi amonia melalui glutamate synthase cycle, secara jelas dapat
dilihat pada Gambar 1. Pada Gambar | dapat dilihat bahwa 2 molekul glutamin
akan dihasilkan oleh pengikatan amonium ke dalam 2 molekul glutamat yang
dikatalisis oleh enzim glutamin sinthetase. Satu molekul glutamin yang dihasilkan
dari reaksi tersebut kemudian akan dikirim ke seluruh bagian tanaman, sedangkan
satu molekul lainnya mengalami reaksi transaminasi dengan a-ketoglutarat
menghasilkan 2 molekul glutamat. Reaksi ini  dikatalisis oleh glutamat

oxoglutarat aminotransferase (Hopkins, 1995).
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Gambar 1. Asimilasi amonia (NH3) melalu glutamate synthase cycle

2.3 Hubungan Aktivitas Nitrat Reduktase dengan Pertumbuhan Tanaman

Enzim diketahui berperan sebagai pengatur laju metabolisme dengan
demikian tingkat aktivitasnya dapat digunakan sebagai penduga kemampuan
metabolisme (Croy dan Hageman, 1970).

Hasil penelitian pada beberapa jenis tanaman menunjukkan bahwa taraf
aktivitas NR berbeda untuk tiap genotip. Penelitian mengenai hubungan aktivitas
NR dengan potensi hasil dan pertumbuhan tanaman telah banyak dilakukan
terutama pada tanaman padi-padian seperti jagung, gandum dan sorghum. Pada
tanaman jagung terjadi korelasi positif yang sangat tinggi antara aktivitas enzim
NR dengan biomassa. Aktivitas NR di jaringan juga meningkat dengan
meningkatnya jumlah nitrat yang diberikan. Hubungan positit antara aktivitas NR

dengan potensi hasil diduga terjadi bila nitrat cukup tersedia selama musim



pertumbuhannya (Somers ef al., 1985). Aktivitas NR diduga bersifat terinduksi

oleh substratnya yaitu nitrat (Beever dan Hageman, 1969).

2.4 Peranan Unsur Nitrogen Dalam Tanaman

Nitrogen merupakan unsur hara utama bagi pertumbuhan tanaman, yang
pada umumnya sangat diperlukan untuk pembentukan dan pertumbuhan bagian-
bagian vegetatif tanaman seperti daun, batang, dan akar. Unsur nitrogen juga
merupakan bahan penyusun asam amino, amida, basa nitrogen dan nukleoprotein
(Lea, 1999). Hasil penelitan menunjukkan bahwa, setiap genotip tanaman
mempunyai respon terhadap nitrogen yang berlainan, genotip dengan respon
nitrogen tinggl berarti genotip yang dengan penambahan nitrogen dalam ukuran
tertentu menghasilkan produksi yang tinggi (Shannon er al., 1986).

Unsur nitrogen mempunyai peranan penting tidak saja sebagai pembentuk
asam-asam amino dalam tanaman, tetapi juga sebagai regulator gen
phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC), nitrat reduktase (NR) dan nitrit
reduktase (Sugiharto ef al., 1992), light harvesting complex protein (LHCP) serta
klorofil a/b, serta sangat dibutuhkan dan penting untuk pembesaran sel dan
pertumbuhan tanaman (Gardner er al., 1985). Sehingga dapat dikatakan bahwa

aktivitas enzim-enzim diatas dipengaruhi oleh keberadaan unsur nitrogen.



HL. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penanaman  dilaksanakan di Rumah Kaca Fakultas Pertanian dan

penelitian dilaksanakan di Laboratorium Biologi Molekuler Universitas Jember

mulai bulan Marel 2002 sampai Juli 2002

3.2 Bahan dan Alat

Bahan tanam yang digunakan adalah bibit tebu genjah PSTG 87-22643
dan tebu non genjah M 442-51 koleksi dari P3Gl (Pusat Penelitian Perkebunan
Gula Indonesia) Pasuruan. Bahan tanaman berupa bibit semai Gari bagal mata satu
yang berumur 2 minggu. Sedangkan bahan kimia yang digunakan antara lain:
larutan buffer Tris-HCI, PVP, Kpi, KNO;, NADH, 1% Sulfanilamide dalam
1.5 N HCI, 0.02% N-Napthethyline di-chloride, Na Arsenal, Glutamin, NH,OH,
ADP, FeCl, dan TCA. Alat laboratorium antara lain: tabung reaksi, mikropipet,

eppendorf, sentrifuge, inkubator, dan spektrofotometer.

3.3 Rancangan Percobaan
Rancangan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Rancangan Acak Lengkap Faktorial (RAL Faktorial) dengan empat kali ulangan
dan dua faktor yaitu variasi dosis pemupukan nitrogen dan klon tebu.
Faktor 1 : vanasi dosis pemupukan N, antara lain:
Ny : 0 kg N/ha (tanpa pupuk N)
N; : 50 kg N/ha (50% dosis N anjuran)
N, : 100 kg N/ha (100% dosis N anjuran)
N3 : 150 kg N/ha (150% dosis N anjuran)
Faktor 2 : Klon tebu, antara lain:
V; : Klon tebu genjah PSTG 87-22643
V, : Klon tebu non genjah M 442-51
Metode penyajian data menggunakan tabel dan gambar tabulasi. Analisa

vang digunakan yaitu uji Duncan taraf 5% dan 1%.
9
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3. 4 Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Pertumbuhan Tanaman

Tebu genjah PSTG 87-22643 dan non genjah M 442-51 ditumbuhkan ke
dalam polybag vang telah berisi tanah. Setiap polybag hanya berisi satu bibit.
Pupuk P dan K diberikan bersamaan dengan waktu penanaman dengan dosis
sesuai anjuran yaitu 1 kuintal SP 36/ha dan 2 kuintal KCL/ha. Pupuk N diberikan
ketika tanaman berumur 2 bulan dengan dosis sesuai perlakuan. Takaran pupuk
per polybag didasarkan pada berat media tanah (Lampiran 3). Masing-masing
varietas diberi perlakuan pupuk N dengan dosis vaitu N, : 0 kg N/ha (tanpa pupuk
N), N; : 50 kg N/ha (50 % dosis N anjuran), setara dengan 0.38 g Urea/polybag,
Ny : 100 kg N/ha (100 % dosis N anjuran), setara dengan 0.775 g Urea/polybag,
Nz @ 150 kg N/ha (150 % dosis N anjuran), setara dengan 1.165 g Urea/polybag.
Pemeliharaan tanaman yang meliputi penyiraman dilakukan dengan jalan
menyiram tanaman dengan menggunakan selang air, sedangkan pengendalian
hama penyakit, seperti belalang, dilakukan dengan menggunakan Furadan sesuai

anjuran pakai.

3.4.2 Persiapan Bahan

Daun vang dipilih untuk pengujian aktivitas enzim, total protein terlarut
dan kendungan klorofil adalah daun k+1 yaitu daun pertama yang membuka
sempurna. Pengambilan sampel bahan dilakukan pada siang hari dan ada cahaya
matahari (= 11.00 WIB). Daun dibelah memanjang dan tulang daun dibuang.

Kemudian daun ditimbang secepatnya dan dimasukkan ke dalam nitrogen cair.

3.4.3 Ekstraksi Enzim

Sebanyak 2-3 gram daun digerus menggunakan mortal stumper pada
temperatur 4° C. Untuk mempermudah hancurnya jaringan tanaman tebu, sewaktu
ekstraksi ditambahkan N, cair. Setelah halus ditambahkan 3 kali volgme buffer
vang sesuai yaitu terdiri dari 100 mM Tris-HCL (pH 7.5) yang mengandung
10 mM MgCl;, 1 mM EDTA, S mM DTT, 0.5 mM PMSF dan ditambahkan 10 %
PVP. Ekstraktan disentrifuge selama 10 menit dengan kecepatan 12.000 rpm pada
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suhu 4°C. Ekstrak kasar kemudian disaring dengan menggunakan kolom
kromatografi Sephadex G-25. Eluate yang didapat digunakan untuk analisa enzim.
Pengukuran aktivitas enzim dilakukan sebelum pemupukan yaitu pada saat

tanaman berumur 2 bulan atau 0 hari, 3, 6 dan 9 hari setelah pemupukan N,

3.4.4 Pengukuran Aktivitas Enzim Nitrat Reduktase

Larutan penguji (reaction mixture) enzim NR adalah 25 mM. Kpi
(pH 7.5), 10 mM KNOj, dan 5 mM NADH dan H,O. Sebanyak 300 pL eluate
ditambahkan ke dalam larutan penguji . Kemudian dengan cepat diinkubasikan
pada suhu 30°C sclama 0, 10 dan 20 menit. Penghentian aktivitas enzim
dilakukan dengan menambahkan | ml | % Sulfanilamide dalam 1.5 N HCI dan
I ml 0.02 % N-Napthethylinediamin di-Chlorida. Aktivitas enzim ditentukan
dengan mengukur intensitas cahaya yang terbentuk dengan menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang 540 mm. Besarnya aktivitas NR

dibnitung dengan membandingkan standart nitrit 20 nmol NO».

3.4.5 Pengukuran Aktivitas Enzim Glutamin Sinthetase

Larutan penguji (reaction mixture) enzim GS adalah 100mL Tris-HCL,
20 mM Na-Arsenal, 0.7 mM Glutamin, 100 unL NH,OH, 10 uL. ADP, 580 pL
H>O. Sebanyak 200 pL eluate ditambahkan ke dalam larutan penguji. Kemudian
dengan cepat diinkubasikan selama 0, 20 dan 40 menit. Sebanyak 1 ml larutan
FeCl, dan TCA ditambahkan untuk menghentikan aktivitas enzim, kemudian

disentrifuge selama 3 menit dan diukur absorbansinya pada panjang gelombang

595 nm.

3.4.6 Penentuan Kandungan Total Protein Terlarut

Metode yang digunakan untuk menentukan total protein terlarut adalah
metode Bradford er al., (1976). Kandungan total protein terlarut diukur dengan
cara memasukkan 5 pl sampel dalam 1 ml larutan Bradford. Kemudian

absorbansinya diukur pada panjang gelombang 595 nin dengan menggunakan
standart BSA 1 mg/ml.
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3.4.7 Penentuan Kandungan Klorofil -

Metode yang digunakan untuk menentukan kandungan klorofil adalah
metode Wintermans dan Demonts (1965). Kandungan klorofil diukur dengan cara
memasukkan ekstrak daun sebanyak 0.114 ml ke dalam 2.886 ml ethanol 99.8 %.
Sentrifuge selama 5 menit. Supernatan diambil dan diukur pada panjang
gelombang 649 nm dan 665 nm. Kandungan klorofil (a + b) ditentukan dengan

LIS -

Chl (a+b)=(6.10 . Absges) + (20,04 . Absgay) 1g/ml

3.4.8 Penentuan Biomassa dan Tinggi Tanaman

Penentuan biomassa dan tinggi tanaman dilakukan pada saat tanaman
berumur 2.5 bulan. Berat biomassa (gram) ditentukan dengan mengeringkan
bagian atas tanaman -pada temperatur 80°C selama 48 jam, kemudian ditimbang.
Sedangkan tinggi tanaman (cm) ditentukan dengan cara mengukur mulal pangkal

batang sampai ujung tertinggi.

3.5 Parameter
Parameter utama yang diamati yaitu aktivitas nitrat reduktase dan aktivitas
glutamin sinthetase, sedangkan parameter tambahan yang diamati yaitu

kandungan total protein terlarut (TPT), kandungan klorofil, biomassa dan tinggi

fanamarn.



V. KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan

Peningkatan ~ dosis  pupuk nitrogen  yang diberikan  akan
meningkatkan aktivitas enzim NR dan GS, TPT, dan kandungan klorofil,
biomassa dan tinggi tanaman pada kedua klon tebu. Pada semua parameter
di atas tebu non genjah mempunyai nilai lebih tinggr kecuali parameter
kandungan klorofil. Hal ini menunjukkan klon tebu non genjah lebih respon

terhadap pemupukan nitrogen dibanding klon tebu genjah.

5.2 Saran
Diperlukan penelitian lanjutan tentang mekanisme regulasi ekspresi

gen NR dan GS pada klon tebu genjah dan non genjah.

——— -f U 'JER:S.;'L: JE! “E /
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Lampiran 1. Perhitungan Dosis Pupuk per Hektar

|, Kandungan hara N, P, K berdasar analisis tanah adalah :

N 0 0,12 %
P,Os 75 ppm
KO @ 156 ppm

2. Perhitungan kebutuhan pupuk

.

Menentukan dosts pupuk N

N tanah sebesar 0.12 % tergolong sedang, kesesuaian dengan anak
panah nomograf menunjukkan angka 100 berarti tanah tersebut
perlu dipupuk 100 kg N/ha atau bila dengan pupuk Urea (46 %N)
scbesar :

100/46 . 100 kg Urea=217.39 kg Urea/ha

Menentukan dosis pupuk P

P tanah sebesar 75 ppm tergolong tinggi sckali, berdasarkan
nomograf seharusnya tidak ditambah pupuk P. Namun untuk
tindakan preventif ditambahkan I ku TSP/ha.

Menentukan dosis pupuk K

K tanah sebesar 156 ppm tergolong sedang, anak panah nomograf
menunjuk angka 117.5 berarti tanah tersebut perlu dipupuk 117.5 kg
K>O/ha atau dengan pupuk KCL (60% K,0) sebesar :

117.5/60 . 100 kg KCL = 195.8 KCL/ha, pembulatan menjadi 2 ku
KCL/ha



Lampiran 2. Tata Letak Percobaan

Macam Perlakuan

Klon V,
V,
Nitrogen N,
N

2,

2

N3

Pupuk P =1 ku TSP/ha, sedangkan pupuk K = 2 ku KCL/ha

o PSTG 87-22643
: M d442-5]1
- O (tanpa pupuk N)

- 30 kg N/ha setara dengan 108.69 kg Urea/ha
100 kg N/ha setara dengan 217.39 kg Urea/ha
: 150 kg N/ha setara dengan 326.1 kg Urea/ha

Kombinasi perlakuan

ViNy

YN,

VIN;

ViN;

Ulangan

Rancangan
ViN,
VaN;
ViNy
VaN;
VaN,
VioNy
ViN,
V1IN,

VaNy

VLN

VaN;

VaN;

4 (empat) kah

. RAL Faktorial
ViN;
V2N
V2N,
ViN;
V1N
VoN
ViN;
VaNg

VaNy
VN3
ViNy
V2N,
VaNj
ViN,

V2N1
ViNy

ViNgy
ViIN;
V2N
VaN;
VaN;
VaN;
V2N
VaN,




Lampiran 3. Perhitungan kebutuhan pupuk per polybag

Berat tanah tiap polybag adalah 7.5 kg
Bv tanah =1.05 g.f'cm':
Berat tanah/ha kedalaman 20 c¢m .
=1.05 g,fmnl‘ x 20 cm x 10000 cm x 10000 cm
=1.05 g/em’ x 2.10” em?
2.1. 10" gram

2.1 10" ke

1. Kebutuhan pupuk N per polybag

Perlakuan Ny = 108.69 kg Urea/ha
=7.5kg/2.1. 10" kg x 108.69 kg Urea
=038 gram Urea

Perlakuan No = 217.39 kg Urea/ha
=75 kg/2.1. 10" kg x 217.39 kg Urea
=0.775 gram Urea

Perlakuan N3 =326.1 kg Urea/ha
=7.5kg/2.1.10°kg x 326.1 kg Urea

=1.165 gram Urea

]

Kebutuhan pupuk TSP per polybag
=7.5kg/2.1.10°x 100 kg TSP
=0.0003571 kg = 0.3571 gram TSP

3. Kebutuhan pupuk KCL per polybag
=7.5kg/2.1. 10° x 200 kg KCL
=0.0007142 kg =0.7142 gram KCL




Lampiran 4. Rata-rata Biomassa Tanaman (Gram)
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Ulangan Total Rata-rata

Perlakuan S ) - S
I [l Il AY%

ViNg 62,55 6222 56.01 59.24 24002  60.0050
ViN, 90.37 90.28 :90! 1 113.04 383.80 959500
ViN; 13423 102.52 98 .44 120.80 45599 113.9975
ViN; 143.39 143.85 72.29 150.78 51031 127.5775
VaNg 58.56 61.07 54.69 46.95 221.27 553175
ViaN, 118.58 79.05 128.81 12091 44735 111.8375
VN, 12291 131.64 129.59 135.29 51943 1298575
VaNs 112.81 128.19 120.03 134.66 49569 1239225
Total 3273.86
Rata-rata 102.3081
Tabel Jumlah V dan N
Faktor V, V, Total Rata-rata
No 240.02 197 46129  57.66125
N, 383.60 44735 831.15  103.89380
N, 45599 51943 97542 121.92750
N, 51031 495.69 1006.00  125.75000
Total 1590.12 1683.74
Rata-rata 993825 105.2338




Lampiran 5. Rata-rata Tinggi Tanaman (cm)
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Ulangan Total Rata-rata

Perlakuan o - - . I
[ 11 (11 [V
ViNg 61 Tl 68 81 281.00 70.250
ViN, 104 99 o] © 1085 40250  100.625
VN2 112 97 109 119 437.00 109.250
VN3 80 112 99 101.5 392.50 98.125
V2N 87 80 85 75 327.00 81.750
VaN, 127 117 95.2 112 451.20 112.800
Vgl-\.'z 129 121 138 111.5 499 .50 124 875
VoN; 122 122.5 116 1T 471.50 117.875
Total 3262.20
Rata-rata 101.9438
Tabel Jumlah V dan N
FFaktor V, V,; Total Rata-rata
No 281 327 608 76
N, 402.5 451.2 853.7 106.7125
N; 437 4995 936.5 117.0625
N; 3925 471.5 864 108
Total 1513 1749.2
Rata-rata 94.5625 109.325
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