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ABSTRAK

KAJIAN EFEK POLY ETHYLENE GLYKOL (PEG) 6000 TERHADAP CEKAMAN
KEKERINGAN PLANLET KEDELAI (Glycine max (L.) Merill) VARIETAS
TANGGAMUS SECARA IN VITRO

Oleh

ASRI RAHAYU PRATIWI

Kedelai merupakan salah satu tanaman yang banyak dimanfaatkan sebagai bahan olahan
makanan. Penurunan produksi kedelai di dalam negeri disebabkan salah satunya yaitu
adanya cekaman kekeringan. Kondisi cekaman kekeringan secara in vitro dapat
disimulasi dengan menurunkan potensial air medium, yaitu dengan penambahan Poly
Ethylene Glykol (PEG) 6000. Varietas kedelai yang digunakan dalam penelitian adalah
varietas Tanggamus. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui kisaran konsentrasi
PEG 6000 yang toleran terhadap cekaman kekeringan untuk seleksi planlet kedelai
dengan pertumbuhan optimum serta mengetahui dan menganalisis karakter ekspresi yang
spesifik pada planlet kedelai yang mengalami cekaman kekeringan meliputi; kandungan
klorofil a, klorofil b, klorofil total, dan kandungan karbohidrat. Penelitian dilaksanakan
dari bulan Desember 2015 — Februari 2016 di Ruang In Vitro, Laboratorium Botani,
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas
Lampung. Penelitian ini menggunakan medium Murashige dan Skoog (MS) dengan
konsenterasi PEG 6000 yaitu 20%, 40%, 60% dan (0%). Rancangan yang digunakan
yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 5 ulangan. Data analisis menggunakan
analisis ragam dan uji lanjut dengan Beda Nyata Terkecil (BNT) pada taraf nyata 5%.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kisaran konsenterasi PEG 6000 toleran terhadap
seleksi planlet kedelai yaitu 20% - 60%. Karakter ekspresi pengaruh PEG 6000 terhadap
kandungan karbohidrat pada planlet kedelai mengalami peningkatan secara nyata
dibandingkan dengan kontrol. Kandungan klorofil a, b dan total pada daun planlet
kedelai mengalami penurunan secara nyata, semakin tinggi konsentrasi PEG 6000 maka
semakin menurun kandungan Klorofil a, b dan total pada daun planlet kedelai.

Kata kunci: Kedelai, PEG 6000, cekaman kekeringan, in vitro
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang dan Masalah
Kedelai merupakan tanaman sumber protein yang murah, dapat digunakan
untuk memenuhi kebutuhan gizi masyarakat. Kebutuhan terhadap kedelai
semakin meningkat sejalan dengan bertambahnya penduduk dan dapat
meningkatkan kesadaran masyarakat terhadap makanan berprotein nabati.
Produksi kedelai pada tahun 2011 sebesar 819,45 ribu ton biji kering,
menurun sebanyak 87,59 ribu ton (9,66%) dibandingkan tahun 2010.
Penurunan produksi kedelai yang diperkirakan terjadi karena turunnya luas
panen yaitu seluas 68,79 ribu hektar (10,41%), sedangkan produktivitas
kedelai mengalami kenaikan sebesar 0,11 kuintal/ha atau 0,80%

(Giono dkk., 2014).

Sementara itu, produksi kedelai tahun 2014 diperkirakan sebanyak 921,34
ribu ton biji kering atau meningkat sebanyak 141,34 ribu ton (18,12%)
dibandingkan tahun 2013. Peningkatan produksi kedelai terjadi di Pulau Jawa
sebanyak 73,47 ribu ton dan luar Pulau Jawa sebanyak 67,87 ribu ton.
Peningkatan ini lantaran kenaikan luas panen 61,01 ribu hektar (11,06%) dan
kenaikan produktivitas sebesar 0,90 kuintal/hektar (6,36%)

(Anonymous, 2014).



Kedelai sudah lama dimanfaatkan sebagai bahan dasar makanan dan
minuman, seperti tempe, tahu, kecambah, susu kedelai dan lain-lain. Selain itu
kedelai juga mempunyai kandungan gizi yang cukup tinggi dan dapat
dijadikan sebagai bahan pangan fungsional untuk mencegah dan mengobati
penyakit (Cahyadi, 2007). Namun jika produksi kedelai yang ada di Indonesia
tidak sesuai dengan tingkat kebutuhan maka kita akan terus mengimpor

kedelai dalam jumlah yang sangat besar.

Produksi kedelai di dalam negeri belum mampu memenuhi kebutuhan yang
terus meningkat, produksi kedelai hanya mampu memenuhi sekitar 30%
konsumsi domestik, sedangkan sisanya harus diperoleh melalui import 2,08

juta ton per tahun (Giono dkk., 2014).

Cekaman kekeringan merupakan salah satu faktor penyebab menurunnya
produksi kedelai di Indonesia. Hal itu dapat berpengaruh negatif karena akan
menyebabkan terjadinya penurunan hasil kedelai yang akan dipanen. Seperti
menurunkan ukuran biji, jumlah polong dan berat kering polong, menurunkan
indeks luas daun dan kandungan klorofil daun serta menurunkan kualitas biji

(Widoretno, 2003).

Tanaman memiliki mekanisme untuk memberi respon pada pengaruh
cekaman yang merusak dengan skala waktu yang berbeda, tergantung pada
proses fisiologis yang dipengaruhi dan sifat cekaman. Menurut Haryati
(2008) kekurangan air dapat mengganggu aktivitas fisiologis maupun

morfologis, sehingga mengakibatkan terhentinya pertumbuhan. Defisiensi air



yang terus menerus akan menyebabkan perubahan yang irreversibel (tidak

dapat balik) dan pada gilirannya tanaman akan mati.

Cekaman kekeringan pada tanaman dengan mengurangi potensial air tanpa
menyebabkan keracunan dapat dilakukan melalui induksi PEG dengan berat
molekul lebih dari 4000 yang ditambahkan pada medium in vitro

(Lawyer, 1970).

Kultur in vitro dengan penambahan PEG dapat menginduksi dan berkorelasi
positif dengan yang terjadi di lapangan maupun rumah kaca

(Short et al.,1987). Pendekatan dengan seleksi in vitro telah mampu
menghasilkan varietas tanaman yang tahan terhadap cekaman kekeringan
diantaranya pada tanaman nilam (Djazuli, 2010), kacang tanah (Yudiwanti

dkk., 2008), dan jagung (Badami dan Amzeri, 2010).

PEG yang larut sempurna dalam air mempunyai kemampuan dapat
menurunkan potensial air, dan diharapkan sebagai kondisi selektif untuk
mengetahui respon jaringan yang ditanam terhadap cekaman kekeringan serta
mengisolasi sel atau jaringan varian yang mempunyai toleransi terhadap
cekaman sehingga dapat digunakan untuk mensimulasi besarnya potensial air

tanah (Badami dan Amzeri, 2010).

Menurut Savitri (2010), penambahan PEG 6000 dengan konsentrasi 0%, 5%,

10% dan 15% menunjukkan bahwa varietas Grobogan, Argomulyo dan



Kaba menunjukkan respon peka kekeringan, sedangkan varietas Wilis dan
Argomulyo menunjukkan respon toleran kekeringan dan varietas

Tanggamus menunjukkan respon medium toleran.

Penggunaan PEG dalam konsentrasi yang toleran untuk kedelai varietas
Tanggamus, sejauh ini belum pernah dilaporkan secara pasti dan tepat dalam
seleksi planlet kedelai, oleh karena itu perlu dilakukan penelitian tentang
konsentrasi PEG yang toleran terhadap cekaman kekeringan planlet kedelai

varietas Tanggamus.

B. Tujuan penelitian
Berdasarkan latar belakang di atas maka tujuan penelitian ini adalah:
1. Mengetahui kisaran konsentrasi PEG 6000 yang toleran terhadap cekaman
kekeringan untuk seleksi planlet kedelai dengan pertumbuhan optimum.
2. Mengetahui dan menganalisis karakter ekspresi yang spesifik pada planlet
kedelai yang mengalami cekaman kekeringan meliputi; visualisasi planlet,

kandungan klorofil a, klorofil b, klorofil total, dan kandungan karbohidrat.

C. Manfaat penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai
penggunaan Poly Ethylene Glycol (PEG) 6000 untuk mendapatkan planlet
kedelai yang toleran terhadap cekaman kekeringan secara in vitro. Planlet
yang toleran terhadap cekaman kekeringan diharapkan dapat memberikan
kontribusi bagi pengembangan ilmu pengetahuan terutama di bidang

pemuliaan tanaman, dan ilmu terapan yang terkait.



D. Kerangka Pemikiran
Kedelai (Glycine max (L.) Merill.) merupakan komoditas pangan sebagai
sumber utama protein nabati dan minyak nabati yang sangat penting karena
gizinya dan aman dikonsumsi. Pemanfaatan utama kedelai adalah dari biji. Di
Indonesia, biji kedelai umumnya dikonsumsi dalam bentuk pangan olahan
seperti: tahu, tempe, kecap, tauco, susu kedelai, dan berbagai makanan

ringan.

Cekaman kekeringan merupakan salah satu faktor penyebab menurunnya
produksi kedelai di Indonesia. Hal itu dapat berpengaruh negatif karena akan
menyebabkan terjadinya penurunan hasil kedelai yang akan dipanen. Seleksi
in vitro planlet dengan menggunakan PEG 6000 merupakan salah satu cara
yang dapat digunakan untuk melakukan seleksi terhadap tanaman kedelai

yang tahan terhadap cekaman kekeringan.

Senyawa Poly Ethylene Glycol (PEG) mampu menstimulasikan keadaan
cekaman kekeringan dengan cara menurunkan potensial air yang ada di
lingkungan sehingga berhubungan dengan penurunan tekanan hidrostatis

dalam sel (Oertli, 1985).

Planlet yang dapat tumbuh dalam medium yang mengandung PEG 6000
dengan berbagai konsentrasi diduga akan mampu bertahan dalam kondisi
alaminya di lingkungan yaitu kondisi kekeringan. Perkecambahan kedelai

varietas Tanggamus yang ditanam pada medium in vitro dengan penambahan



PEG 6000 dapat digunakan sebagai indikator kemampuan untuk
mensimulasikan cekaman kekeringan dalam medium in vitro. Konsentrasi
PEG 6000 terdiri dari 4 taraf perlakuan (0% ; 20%; 40% ; dan 60%).
Setelah didapatkan planlet yang mampu tumbuh dalam medium mengandung
PEG 6000, karakterisasi yang dilakukan yaitu dengan menganalisis

kandungan klorofil a, klorofil b, klorofil total, dan kandungan karbohidrat.

E. HIPOTESIS

Hipotesis pada penelitian ini adalah:

1. Terdapat kisaran konsentrasi Poly Ethylene Glycol (PEG) 6000 yang
toleran terhadap cekaman kekeringan untuk seleksi planlet kedelai secara
in vitro.

2. Adanya karakter ekspresi yang spesifik pada planlet kedelai yang
mengalami cekaman kekeringan meliputi kandungan klorofil a, klorofil b,

klorofil total, dan kandungan karbohidrat.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Kedelai
Kedelai merupakan tanaman semusim, berupa semak yang rendah, tumbuh
tegak dan berdaun lembut. Tinggi tanaman kedelai berkisar antara 10 — 200
cm, dapat bercabang sedikit atau banyak tergantung kultivar dan lingkungan
hidup. Morfologi tanaman kedelai didukung oleh komponen utamanya yaitu
berupa akar, daun, batang, bunga, polong dan biji sehingga pertumbuhannya

dapat optimal (Adisarwanto, 2005).

Menurut Tjitrosoepomo (2005), tanaman kedelai diklasifikasikan sebagai

berikut.

Divisio : Spermatophyta
Sub Divisio : Angiospermae
Classis : Dicotyledoneae
Ordo : Rosales
Familia : Leguminosae
Sub Familia : Papilionoidae
Genus : Glycine

Species : Glycine max (L.) Merill



Tanaman kedelai umumnya tumbuh tegak, berbentuk semak, dan
merupakan tanaman semusim. Morfologi tanaman kedelai didukung oleh
komponen utamanya, yaitu akar, daun, batang, polong, dan biji sehingga
pertumbuhannya bisa optimal. Sistem perakaran tanaman kedelai terdiri dari
akar tunggang, akar sekunder (serabut) yang tumbuh dari akar tunggang.
Perkembangan akar tunggang dari akar radikal sudah mulai muncul sejak
masa perkecambahan. Akar ini mempunyai akar-akar cabang yang lurus.
Akar serabut merupakan akar yang tumbuh ke bawah sepanjang 20 cm.
Tanaman ini juga memiliki akar-akar lateral (cabang) yang tumbuh ke
samping sepanjang 5-25 cm. Akar serabut, yang terdapat pada akar lateral
berfungsi untuk menghisap air dan unsur hara, pada akar ini juga terdapat
bintil akar (nodule) yang mengandung bakteri Rhizobium, kegunaannya

sebagai pengikat zat nitrogen dari udara (Anonymous, 2006).

Menurut Fachrudin (2000) buah kedelai berbentuk polong, banyaknya polong
tergantung pada jenis atau varietasnya. Dalam satu polong biasanya berisi 1-4
biji. Bentuk biji dan warna biji kedelai juga tidak selalu sama tergantung
varietas, ada yang berbentuk bulat, agak gepeng, atau bulat telur. Namun,
sebagian besar biji kedelai berbentuk bulat telur dan sebagian besar berwarna
kuning dengan ukuran biji kedelai yang dapat digolongkan dalam tiga
kelompok, yaitu berbiji kecil (<10g/100biji), berbiji sedang (10-12 g/100
biji), dan berbiji besar (13-18 g/100 biji). Polong kedelai pertama kali muncul

sekitar 10-14 hari setelah bunga pertama muncul. Warna polong yang baru



tumbuh berwarna hijau dan selanjutnya akan berubah menjadi kuning atau

cokelat pada saat dipanen.

Tanaman kedelai mempunyai daun majemuk bersirip genap. Setiap helai
daun terdiri dari tiga helai anak daun. Permukaan daunnya sedikit berbulu,
berfungsi sebagai penahan atau penyimpan debu. Di Indonesia, kedelai
berdaun sempit lebih banyak ditanam oleh petani dibandingkan tanaman
kedelai berdaun lebar, walaupun dari aspek penyinaran sinar matahari,
tanaman kedelai berdaun lebar menyerap sinar matahari lebih banyak
daripada yang berdaun sempit. Namun, keunggulan tanaman kedelai berdaun
sempit adalah sinar matahari akan lebih mudah menerobos di antara kanopi

daun sehingga memacu pembentukan bunga (Irwan, 2006).

Kedelai mulai berbunga pada umur 4-5 minggu. Bunga pada tanaman kedelai
umumnya tumbuh pada ketiak daun, tetapi bunga dapat terbentuk pada
cabang tanaman yang mempunyai daun. Hal ini karena sifat morfologis
cabang tanaman kedelai serupa atau sama dengan morfologis batang utama.
Pada kondisi lingkungan tumbuh dan populasi tanaman optimal, bunga akan
terbentuk mulai dari tangkai daun yang paling bawah. Dalam satu kelompok
bunga, pada ketiak daunnya akan berisi 1-7 bunga, tergantung karakter dari

varietas kedelai yang ditanam (Adisarwanto dan Wudianto, 2008).
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Polong kedelai terbentuk pada hari ke 7-10 setelah munculnya bunga
pertama. Jumlah polong yang terbentuk pada setiap ketiak tangkai daun
sangat beragam, antara 1-10 buah dalam setiap kelompok. Pembentukan
polong dan pembesaran biji akan semakin cepat setelah proses
pembentukan bunga berhenti. Ukuran dan bentuk polong menjadi
maksimal pada saat awal periode pemasakan biji yang diikuti oleh perubahan
warna polong, dari hijau menjadi kuning cokelat pada saat masak. Di dalam
polong terdapat biji yang berjumlah 2-3 biji. Setiap biji kedelai mempunyai
ukuran bervariasi. Biji kedelai tidak mengalami masa dormansi sehingga
setelah proses pembijian selesai, biji kedelai dapat langsung ditanam.
Namun demikian biji tersebut harus mempunyai kadar air berkisar 12% -

13% (Fachruddin, 2000).

Nilai Ekonomi Kedelai

Kedelai merupakan salah satu komoditi primer yang banyak dibutuhkan
sebagai input untuk menghasilkan komoditi sekunder, antara lain; susu
kedelai, tempe, tahu, tepung kedelai dan lain - lain. Kedelai mempunyai peran
yang sangat penting dalam perekonomian di Indonesia. Ketersediaan kedelai
di pasar input, mengalami permasalahan karena ketersediaannya tidak
mencukupi kebutuhan masyarakat (Aimon, 2014). Selain sebagai salah satu
kebutuhan pokok, kedelai juga bermanfaat sebagai bahan obat dan penangkal
penyakit (Savitri, 2010). Kedelai memiliki manfaat ekonomis yang cukup

tinggi sehingga kebutuhan kedelai di dalam negeri cukup tinggi.
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Produksi nasional kedelai masih belum mencukupi kebutuhan, rata-rata
kebutuhan kedelai per tahun sebesar 2.1 juta ton, sehingga setiap tahun
Indonesia selalu mengimpor kedelai. Produksi kedelai juga mengalami
penurunan, tercatat produksi pada tahun 2013 sebesar 807.5 ribu ton
menurun sebesar 35.6 ribu ton dibandingkan dengan produksi tahun
2012 (Anonymous, 2014). Rendahnya produksi nasional kedelai terutama
disebabkan oleh menurunnya luas panen. Produksi nasional kedelai masih

belum mampu mencukupi kebutuhan yang terus meningkat.

Produksi kedelai tahun 2014 diperkirakan sebanyak 921,34 ribu ton biji
kering atau meningkat sebanyak 141,34 ribu ton (18,12%) dibandingkan
2013. Perkembangan produksi kedelai tahun 2012 - 2015 disajikan pada

Gambar 1.
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Gambar 1. Perkembangan produksi kedelai 2012-2015 (Anonymous, 2014).

Kedelai pada tempat-tempat tertentu seperti di Lampung ditanam sampai tiga
kali dalam setahun. Tanam pertama pada bulan September, pada permulaan
musim hujan, tanam kedua pada bulan Februari - Maret dan tanam ketiga
pada bulan Juni - Juli (Yuliawati, 2014). Gambar kedelai varietas Tanggamus

disajikan pada Gambar 2.

Gambar 2. Biji varietas Tanggamus
(Foto Pratiwi, diambil di BPSB TPH, Bandar Lampung, 2015)



Deskripsi kedelai varietas Tanggamus disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Deskripsi kedelai varietas Tanggamus

Keterangan Varietas Tanggamus
Tahun dilepas 22 Oktober 2001
Hasil rata-rata 1,22 ton/ha

Asal Hibrida
Warna hipokitil Ungu
Warna epikaotil Hijau

Warna Bunga Ungu
Warna polong Coklat

Warna kulit Kuning
Warna hilum Cokelat tua

Bentuk biji Oval
Tipe tumbuh Determinit

Umur berbunga 35 hari
Umur panen 88 hari
Tinggi tanaman 67 cm
Bobot 100 biji 1109
Ukuran biji Sedang
Kandungan protein 44,5%
Kandungan lemak 12,9%

Pengusul

Muchlish Adie, dkk

Sumber: Suhartini, 2005.
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C. Cekaman Kekeringan
Cekaman kekeringan merupakan salah satu faktor penghambat utama dalam
meningkatkan produksi tanaman kedelai terutama pada daerah-daerah yang
mempunyai hambatan ketersediaan air baik secara alami maupun teknis.
Usaha untuk mengatasi masalah kekurangan air selama ini adalah dengan
perbaikan sistem irigasi teknis, namun usaha ini dirasakan terlalu banyak
membutuhkan biaya dan tidak seimbang dengan peningkatan hasil yang
diperoleh (Sloane et al., 1990). Oleh karena itu perlu dicari alternatif lain
untuk mengatasi masalah tersebut. Salah satu diantaranya adalah dengan

pengembangan kedelai toleran terhadap cekaman kekeringan.

Terjadinya kekeringan yang berkepanjangan pada tanaman akan
menyebabkan pertumbuhan tanaman dan akhirnya tanaman akan mengalami
stagnasi (berhenti tumbuh). Turunnya pertumbuhan tanaman ini akibat dari
respon tanaman terhadap cekaman yang ada pada lingkungannya yaitu
cekaman kekeringan. Selain itu tanaman yang mengalami cekaman
kekeringan akan berkurang taraf biomassa tanamannya. Secara morfologis
terjadinya cekaman kekeringan pada tanaman dapat dilihat dengan
memanjangnya akar tanaman sampai dalam dan menemukan air untuk
diserap, mengecilnya permukaan daun sehingga respirasi berkurang, dan
tanaman juga akan menggugurkan daunnya. Terjadinya cekaman kekeringan
pada tanaman dapat disebabkan oleh 2 faktor, yaitu: suplai air di perakaran

sudah mulai berkurang sehingga akar harus memanjang untuk mendapatkan
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suplai air tersebut, dan terjadinya laju evaporasi yang lebih tinggi dari pada

proses absorbsi air tanah (Lapanjang dkk., 2008).

Salah satu faktor lingkungan abiotik yang paling berpengaruh terhadap
pertumbuhan dan produksi tanaman adalah ketersediaan air yang cukup.
Mekanisme ketahanan tanaman terhadap cekaman kekeringan adalah
menghindar dari kondisi cekaman. Tanaman akan mengalami mekanisme
morfologis dan fisiologis untuk menghindar dari cekaman kekeringan.
Tanaman akan menghindar dari cekaman kekeringan dengan memanjangkan

akar untuk mencari sumber air dalam permukaan tanah (Djazuli, 2010).

Tanaman dalam merespon suatu cekaman kekeringan dengan cara perubahan
morfologis , fisiologis dan biokimia dengan waktu yang berbeda, seperti
menutupnya stomata, gejala penuaan daun, pengurangan biomassa dan lain —
lain. Respon yang paling sering dilakukan adalah pada perkembangan selnya
dimana sel — sel akan terhambat pembelahannya dan perluasannya. Cekaman
ditimbulkan karena kekeringan yang akan mengakibatkan tanaman merespon
secara meluas yang dimulai dari ekspresi gen, metabolisme dan dalam

pertumbuhannya (Darmawan dan Baharsjah, 1998).

Kultur In Vitro
Istilah kultur jaringan digunakan untuk menjelaskan semua prosedur kultur
tanaman yang dilakukan secara aseptik menyangkut pertumbuhan protoplas

tanaman, sel, jaringan, organ, embrio, dan pertumbuhan planlet. Karena
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pertumbuhan berlangsung dalam kondisi steril dan dengan lingkungan kultur

yang dikondisikan, maka metode ini disebut kultur in vitro (Struik, 1991).

Adanya metode kultur jaringan didasarkan pada alasan bahwa suatu
tanaman dapat dipisahkan ke dalam bagian-bagian komponennya (organ,
jaringan,atau sel) yang dapat dimanipulasi secara in vitro kemudian

ditumbuhkan kembali menjadi tanaman yang lengkap (Caponetti et al., 2005).

Seleksi in vitro dengan metode kultur jaringan merupakan metode yang
sangat cocok untuk digunakan menyeleksi varietas-varietas kedelai yang
toleran terhadap kekeringan, karena menurut Sirait (2001) metode kultur
jaringan mempunyai keunggulan antara lain waktu seleksi lebih singkat, tidak
membutuhkan ruang yang luas, mudah dikontrol dan tidak dibatasi oleh

musim jika dibandingkan perlakuan kekeringan di lapangan.

Poly Ethylen Glycol (PEG)

Poly Ethylen Glycol 6000 merupakan senyawa yang stabil, non ionik,
polymer panjang yang larut dalam air dan dapat digunakan dalam sebaran
bobot molekul yang luas. PEG dengan bobot molekul lebih dari 4000 dapat
menginduksi stres air pada tanaman dengan mengurangi potensial air pada
larutan nutrisi tanpa menyebabkan keracunan. Senyawa PEG yang bersifat
larut dalam air dan dapat menyebabkan penurunan potensial air yang
homogen. Besarnya penurunan air sangat tergantung pada konsentrasi dan

berat molekul PEG. Keadaan seperti ini dapat dimanfaatkan untuk melakukan
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simulasi penurunan potensial air. Potensial air dalam medium yang
mengandung PEG dapat digunakan untuk meniru besarnya potensial air tanah

(Sutjahjo dkk., 2007).

Poly Ethylene Glycol (PEG) 6000 memiliki struktur bentuk padat, berwarna
putih, suhu lebur 55 - 63 °C, berat molekul 6000-7000. Komposit polimer
karbon dari PEG 6000 yaitu 0,082 mho. PEG 6000 menunjukkan
konduktivitas paling besar sebelum penambahan uap etanol 90% hasil
komposit polimer karbon (Gunawan dan Azhari, 2010). Struktur bangun PEG

6000 di sajikan pada Gambar 3.

O
H nOH

Gambar 3. Struktur Poly Ethylene Glycol (PEG) (Anonymous, 2015).

Menurut Lawyer (1970), Penggunaan PEG 6000 lebih disarankan karena
dengan berat molekul lebih dari 4000 tidak dapat diserap oleh sel tanaman.
Mexal (1975), PEG dengan berat molekul 6000 dipilih karena mampu bekerja
lebih baik pada tanaman daripada PEG dengan berat molekul yang lebih

rendah.

Dengan sifat-sifat seperti yang disebut di atas PEG dapat digunakan untuk
menginduksi cekaman air dalam kultur in vitro. Faktor lingkungan yang

sering dialami oleh tanaman adalah cekaman dimana faktor ini akan
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mengurangi laju pada proses fisiologis. Tanaman memiliki cara tersendiri
untuk menghadapi efek yang akan merusak pada dirinya yang ditimbulkan
oleh cekaman. Setiap tanaman akan memberikan respon yang berbeda-beda
untuk menghadapi cekaman, semua tergantung pada jenis tanamannya.
Apabila tanaman mampu dalam menghadapi cekaman yang terjadi maka
tanaman itu bisa dikatakan sebagai tanaman yang memiliki tingkat resisten

yang sangat tinggi terhadap cekaman (Mulyani, 2006).

Poly Ethylene Glycol dapat digunakan untuk menstimulasi keadaan cekaman
kekeringan di alam, karena PEG mampu menstimulasikan keadaan cekaman
dengan menggunakan potensial air yang ada di lingkungan sehingga

berhubungan dengan penurunan tekanan hidrostatis dalam sel (Oertli, 1985).

. Biosintesis Klorofil

Klorofil merupakan pigmen berwarna hijau yang terdapat dalam kloroplas.
Pada tumbuhan tingkat tinggi, kloroplas terdapat pada jaringan parenkim
palisade dan parenkim spons daun. Dalam kloroplas, pigmen utama klorofil
serta karotenoid dan xantofil terdapat pada membran tilakoid

(Salisbury dan Ross, 1991).

Sintesis klorofil pada daun digunakan untuk menangkap cahaya dengan
jumlah berbeda tergantung pada faktor lingkungan dan genetik setiap spesies.
Faktor - faktor yang mempengaruhi sintesis klorofil yaitu cahaya, gula, air,

karbohidrat, faktor genetik, temperatur, dan unsur unsur seperti: N, Fe, Mg,
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Mn, Cu, Zn, S dan Oksigen. Unsur Nitrogen ini merupakan faktor yang
penting untuk pembentukan klorofil yang merupakan unsur hara makro.
Kekurangan unsur N pada tanaman dapat menyebabkan gejala klorosis pada

daun (Hendriyani dan Nantya, 2009).

Sifat fisik klorofil adalah dapat menerima atau memantulkan cahaya
dengan gelombang yang berlainan. Klorofil banyak menyerap sinar dengan
panjang gelombang antara 400-700 nm, terutama sinar merah dan biru. Sifat
kimia pada klorofil, antara lain (1) tidak larut dalam air, melainkan
larut dalam pelarut organik yang lebih polar, seperti etanol dan
kloroform; (2) inti Mg akan tergeser oleh 2 atom H bila dalam suasana
asam, sehingga membentuk suatu persenyawaan yang disebut feofitin dan

berwarna cokelat (Dwidjoseputro, 1994).

Tiga fungsi utama klorofil dalam proses fotosintesis adalah
memanfaatkan energi matahari, memicu fiksasi CO2 untuk menghasilkan
karbohidrat dan menyediakan energi bagi ekosistem secara keseluruhan.
Karbohidrat yang dihasilkan dalam fotosintesis diubah menjadi protein,
lemak, asam nukleat dan molekul organik lainnya. Klorofil menyerap
cahaya yang berupa radiasi elektromagnetik. Cahaya matahari mengandung
semua warna spektrum kasat mata dari merah sampai violet, tetapi tidak
semua panjang gelombang dapat diserap dengan baik oleh klorofil. Klorofil

dapat menampung cahaya yang diserap dengan pigmen lainnya melalui
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fotosintesis, sehingga klorofil disebut juga sebagai pigmen pusat reaksi

fotosintesis (Bahri, 2010).

Pengukuran karakter fisiologis seperti kandungan klorofil, merupakan
salah satu pendekatan untuk mempelajari pengaruh kekurangan air
terhadap pertumbuhan dan hasil produksi karena parameter ini berkaitan
dengan laju fotosintesis (Li et al., 2006). Kekurangan air dari tingkat
paling ringan sampai paling berat mempengaruhi proses biokimia yang
berlangsung dalam sel. Kekurangan air akan menurunkan laju fotosintesis

(Banyo dkk., 2013).

Sintesis klorofil sangat dipengaruhi oleh air. Klorofil akan meningkat saat
hujan dan akan menurun saat keadaan tanah gersang. Kadar air pada daun
berperan dalam mempertahankan jumlah maksimum kadar klorofil

(Homayoun et al., 2011)

Respon tanaman terhadap kekurangan air menyebabkan terjadinya penurunan
kandungan klorofil pada daun. Penurunan konsentrasi klorofil pada daun
karena adanya respon fisiologis tanaman yang mengalami kekurangan air.
Respon fisiologis tersebut terdiri dari pembentukkan klorofil yang terhambat,
penurunan enzim rubisco dan terhambatnya penyerapan unsur hara seperti
nitrogen serta magnesium yang sangat dibutuhkan tanaman dalam sintesis

klorofil (Nio dan Banyo, 2011).
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Menurut Nio Song dan Lenak (2014) PEG mampu menurunkan kandungan
klorofil total dan klorofil a pada tanaman, dengan demikian kandungan
klorofil total dan klorofil a dapat digunakan sebagai indikator cekaman

kekeringan pada tanaman.

Proses reaksi fotosintesis dalam tumbuhan tingkat memiliki dua macam

klorofil yaitu klorofil a (CsH,,0:N,Mg) yang berwarna hijau tua dan
klorofil b (C;cH,,0,N,Mg) yang berwarna hijau muda. Klorofil a dan

klorofil b paling kuat menyerap cahaya di bagian merah (600-700 nm), dan
paling sedikit menyerap cahaya hijau (500-600 nm), sedangkan cahaya
berwarna biru diserap oleh karotenoid. Spektrum cahaya matahari dapat
dimanfaatkan dengan baik karena karotenoid membantu menyerap cahaya
yang masuk. Energi yang diserap oleh klorofil b dan karotenoid diteruskan
kepada klorofil a untuk digunakan dalam proses fotosintesis fase | (reaksi
terang) yang terdiri dari fotosistem | dan II, demikian pula dengan
klorofil b. Klorofil ayang paling banyak terdapat pada Fotosistem Il
sedangkan klorofil b paling banyak terdapat pada Fotosistem |

(Anonymous, 2011). Struktur Klorofil a dan b disajikan pada Gambar 4.
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HC CH:CH;000CHs: HyC CHzCH: CO0CgHa

Klorofil a Klorofil b

Gambar 4. Struktur Klorofil a dan b (Anonymous, 2011).

Kandungan Karbohidrat

Karbohidrat merupakan salah satu senyawa yang terkandung dalam jaringan
tanaman terutama pada bagian daun dan bagian biji. Karbohidrat yang
terdapat pada jaringan tanaman tidak lepas dari adanya ketergantungan
tanaman yang sangat tinggi terhadap keberadaan senyawa karbohidrat bagi
kehidupannya. Karbohidrat memiliki peran yang penting bagi kehidupan
tanaman. Tanpa karbohidrat tanaman tidak akan mampu tumbuh,
berkembang, dan melakukan kegiatan fisiologis lainnya secara normal akibat
dari kekurangan energi yang bersumber dari karbohidrat, yang penting
sebagai bahan bakar dalam melaksanakan proses-proses tersebut. Karbohidrat
dapat berperan penting sebagai sumber energi utama bagi tanaman untuk

melangsungkan kehidupannya (Salisbury dan Ross, 1991).
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Selama periode cekaman kekeringan, laju fotosintesis mengalami
penurunan dan ketika produksi fotosintesis tidak lagi mencukupi, maka
pemecahan karbohidrat terlarut dapat digunakan untuk mempertahankan
metabolisme. Secara teori, semua spesies tanaman memiliki mekanisme
menghindari dari kekeringan dan kemampuan untuk menyesuaikan diri
dengan osmoregulasi, karena adanya peningkatan fleksibilitas sebagai

respons terhadap perubahan kondisi lingkungan (Zhang et al., 2010).

Mafakheri et al., (2010), menyatakan bahwa cekaman kekeringan dapat
meningkatkan konsentrasi karbohidrat terlarut pada semua varietas
tanaman percobaan. Tanaman memiliki kadar karbohidrat terlarut yang
tinggi ketika tumbuh dalam keadaan kekeringan selama kedua fase

vegetatif dan selama bunga mekar.

Menurut McKersie and Leshem (1994), dalam kondisi cekaman
kekeringan menekan, maka penimbunan larutan aktif zat terlarut yang
kompatibel seperti karbohidrat semakin besar dan mekanisme tanaman

untuk toleran terhadap cekaman lebih efektif lagi.

Khaerana dkk., (2008) juga menyatakan bahwa tanaman yang mengalami
cekaman kekeringan akan berusaha melakukan perubahan-perubahan
fisiologis sebagai bentuk adaptasinya agar bisa bertahan hidup. Salah satu
bentuk adaptasi tersebut adalah kemampuan tanaman untuk mempertahankan

tekanan turgor atau penyesuaian osmotik. Menurut Salisbury dan Ross
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(1995), perubahan tekanan turgor akan mempengaruhi proses fisiologi dan
biokimia yang terjadi dalam tumbuhan, antara lain dengan mengakumulasi
senyawa-senyawa terlarut yang meliputi gula, asam amino, prolin, dan glisin

betain.

Kelarutan karbohidrat dapat membantu tanaman untuk bertahan

hidup menghadapi cekaman dan menjaga tekanan osmotik sel yang
disebabkan oleh kekeringan. Perhitungan kandungan karbohidrat diberbagai
sampel merupakan analisis dasar diberbagai tahapan biosains. Diantara semua
metode kolorimetri untuk menentukan jenis karbohidrat, metode fenol-sulfur
merupakan metode termudah dan akurat untuk pengukuran gula murni pada
oligosakarida, proteoglikan, glikoprotein dan glikolipid

(Masuko et al., 2005).



I1l. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat
Penelitian dilaksanakan dari bulan Desember 2015 - Februari 2016 di ruang
In Vitro, Laboratorium Botani, Jurusan Biologi, Fakultas Marematika dan

IImu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

B. Alat dan Bahan

1. Alat-alat
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alumunium foil,
Autoklaf alat pemanas tertutup yang digunakan untuk mensterilisasi suatu
benda menggunakan uap bersuhu dan bertekanan tinggi 121°C, Laminar
Air Flow Cabinet (LAF) meja kerja steril untuk melakukan kegiatan
inokulasi/ penanaman, pinset, scalpel, mata pisau scalpel alat pemotong
eksplan, kertas filter, Erlenmeyer berukuran 50ml, cawan petri, corong,
botol kultur berukuran 250 ml digunakan untuk tempat penanaman
eksplan, gelas ukur bervolume 100ml dan 500ml, kertas label, mikroskop,
mikropipet, pipet tip, spektrofotometri, tabung reaksi, rak tabung reaksi,
timbangan analitik, tisu, waterrbatt untuk penangas air, dan kamera vivo

XS3.


http://id.wikipedia.org/wiki/Sterilisasi_(mikrobiologi)
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2. Bahan-bahan

Bahan-nahan yang digunakan adalah biji kedelai (Glycine max (L.)
Merill.) varietas Tanggamus, alkohol 70% untuk sterilisasi alat, akuades,
Poly Ethylen Glikol (PEG) 6000, bahan dasar Murashige dan Skoog (MS)
media yang digunakan untuk penanaman eksplan, Benzine Amino Purine
(BAP), sukrosa, Plant Preservative Mixture (PPM), Kalium Hidroksida
(KOH), Asam Chlorida (HCI), agar bacto, larutan stok organik yaitu
sukrosa, vitamin, asam amino, detergen dan bayclin (digunakan untuk

sterilisasi eksplan).

. Rancangan Percobaan

Rancangan penelitian ini disusun dengan pola dasar Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan satu faktor yaitu konsentrasi PEG 6000 yang
terdiri atas 4 taraf perlakuan (0%; 20%; 40%; 60%;). Masing-masing
konsentrasi dilakukan 5 kali pengulangan dan setiap ulangan terdiri dari 5
eksplan biji kedelai dalam setiap botol kultur. Tata letak percobaan

disajikan pada Tabel 2.



Tabel 2. Tata letak satuan percobaan

115, V25 W5, VaSe AR

Va5 135 VS5 Vo5a A

Va5 Va5 V353 V55 V35,

1535 1.5, V5, TS TS
Keterangan:

"1 - Konsentrasi 0 % (kontrol)
V2 . Konsentrasi 20%

: Konsentrasi 40 %
: Konsentrasi 60 %
~ s, Ulangan 1 — ulangan 5
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D. Bagan Alir Penelitian

Alur penelitian ini dapat diuraikan sebagai berikut.

Penelitian terdiri atas beberapa tahap, yaitu sterilisasi alat dengan

menggunakan autoklaf, selanjutnya pembuatan 1 liter medium, medium
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yang digunakan adalah medium padat MS dan pengenceran PEG berbagai

konsentrasi di dalam LAF agar tetap steril. Sterilisasi benih biji kedelai
yang akan ditanam dengan menggunakan larutan deterjen dan larutan

bayclean, kemudian setelah medium diinkubasi selama 3 hari dan tidak
terjadi kontaminan dalam medium, biji kedelai (Glycine max L. Merill)

siap ditanam kedalam medium MS yang sudah ditambahkan PEG 6000

sesuai konsentrasi. Penentuan kisaran konsentrasi PEG 6000 toleran

terhadap cekaman kekeringan untuk seleksi planlet kedelai secara in vitro,

dan analisis karakter ekspresi yang spesifik pada planlet kedelai yang

mengalami cekaman kekeringan meliputi presentase jumlah planlet hidup,
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visualisasi planlet, analisis kandungan klorofil a, klorofil b dan klorofil

total, serta analisis kandungan karbohidrat. Penagamatan dilakukan setiap

hari selama 4 minggu. Tahap penelitian disajikan dalam bentuk bagan alir

seperti tercantum pada Gambar 5.

Perlakuan

U

Penanaman biji kedelai
Glycine max (L.) Merill
dalam medium MS

|

Seleksi planlet Glycine
max (L.) Merill

dengan PEG 6000 pada
berbagai konsentrasi

U

Indikator Luaran
Terjadinya Planlet Glycine max

:> pertumbuhan tunas,

daun, dan akar

(L.) Merill untuk
stok pengujian
selanjutnya

{

Planlet kedelai yang
tahan tidak

- ¢ menunjukkan layu dan

tetap tumbuh

U

V]

Terbentuknya
ketahanan pada

7 planlet Glycine max
(L.) Merill hasil
seleksi PEG 6000

U

Karakterisasi planlet:
analisis kandungan
klorofil a,b, dan total,
serta kandungan
karbohidrat

Munculnya karakter
spesifik planlet Glycine
max (L.) Merill:
kandungan klorofil a,b,
dan total, serta
kandungan karbohidrat

J

Gambar 5. Bagan alir penelitian

Terdapat sifat spesifik
pada planlet Glycine
max (L.) Merill:
penurunan kandungan
klorofil a, b, dan total,
Peningkatan
kandungan
karbohidrat
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E. Pelaksanaan

Pelaksanaan penelitian meliputi berapa langkah sebagai berikut :

1. Sterilisasi Alat
Alat-alat gelas dan dissecting set (scalpel, pinset, gunting) di cuci
dengan detergen kemudian alat-alat tersebut dicuci dengan air mengalir
dan di autoklaf. Alat dari bahan gelas di tutup plastik, sedangkan
alat-alat dari bahan logam dan cawan petri dibungkus dengan kertas
payung. Semua alat tersebut di setrilisasi dalam autoklaf pada

temperature 121°C, selama 30 menit.

2. Persiapan medium tanam
Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah Murashig dan Skoog
(MS) padat. Pembuatan medium tanam MS sebanyak 1 liter adalah dengan
cara memipet sejumlah larutan stok, kemudian dimasukkan ke dalam labu
takar 1 liter. Akuades ditambahkan sampai tanda 1 liter dan pH diatur
sampai 5,5 dilakukan penambahan KOH 1N atau HCI 1 N. Larutan
tersebut kemudian dipindahkan ke dalam wadah yang lebih besar
kemudian ditambahkan agar-agar 7g/l, sukrosa 30 g/l, dan PPM 0,5 ml/I.
Larutan medium dipanaskan untuk melarutkan agar-agar (sambil diaduk)
sampai mendidih, selanjutnya medium dipanaskan sampai mendidih dan
diaduk. Penambahan ZPT dilakukan setelah larutan medium diangkat.
Kemudian dituangkan ke dalam botol kultur sebanyak 20 ml/botol.

Sterilisasi medium dengan menggunakan autoklaf dengan tekanan 17,5
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psi, 121°C selama 15menit. Komposisi medium Murashige dan skoog

(MS) disajikan pada Tabel 9 Lampiran 1.

. Persiapan Medium Seleksi

Medium Murashige dan Skoog (MS) padat ditambah PEG 6000 dengan
konsentrasi 0% (kontrol); 20%; 40%; dan 60%). Sebelum digunakan, PEG
6000 yang telah dilarutkan dengan akuades pada konsentrasi tertentu
disaring menggunakan syringe filter yang mempunyai diameter 0,45 um
sebanyak 2 kali dilanjutkan filter berdiameter 0,22 um satu kali.
Penyaringan dilakukan dalam ruang steril didalam LAF Cabinet.
Selanjutnya PEG 6000 ditambahkan ke dalam medium MS. Sebelum
digunakan, medium diinkubasikan selama 7 hari pada suhu kamar (25 °C)
untuk memastikan bahwa PEG 6000 telah tersaring dengan baik. Apabila
dalam waktu 7 hari tidak terjadi kontaminasi pada medium, maka medium

dapat digunakan. Pembuatan konsentrasi PEG disajikan pada Lampiran 2.

. Persiapan dan Sterilisasi

Benih direndam dalam deterjen selama 5 menit lalu dibilas dengan air
mengalir sebanyak 3 kali setelah itu direndam dalam larutan bayclin 20%
selama 2 - 3 menit. Biji kedelai dibilas dengan akuades, pembilasan
dilakukan dua kali. Setelah itu dipindahkan ke dalam cawan petri
selanjutnya benih ditanam pada medium seleksi dangan penambahan ZPT.
Penanaman biji kedelai dilakukan di dalam LAF Cabinet. Setiap botol

kultur ditanami 5 biji, sehingga total biji yang ditanam sebanyak 100
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dalam 20 botol kultur. Biji-biji kedelai tersebut di tumbuhkan hingga
menjadi planlet pada medium MS dengan penambahan senyawa PEG.
Inkubasi kultur dilakukanpada ruangan dengan penyinaran + 1000 lux, 24

jam/hari dan suhu + 20 °C.

5. Pengamatan
Pengamatan dilakukan pada akhir minggu ke-4 dan dievaluasi untuk
mengetahui konsentrasi PEG 6000 yang toleran untuk seleksi biji kedelai
secara in vitro. Setelah 4 minggu inkubasi, planlet yang masih hidup di

dalam botol kemudian dikarakterisasi dengan parameter sabagai berikut.

a. Persentase Jumlah Planlet yang Hidup
Penghitungan persentase jumlah planlet hidup kedelai dengan
menggunakan rumus:

Jumlah planlet yang hidup x 100
Jumlah seluruh planlet

(Nurcahyani dkk., 2014)
b. Visualisasi Planlet
Meliputi warna planlet setelah diseleksi PEG 6000 dengan klasifikasi
sebagai berikut: hijau, hijau dengan bagian tertentu berwarna cokelat,
cokelat.
c. Analisis Kandungan Klorofil
Bahan untuk analisis klorofil menggunakan daun planlet kedelai yang
sudah di seleksi dengan PEG 6000, menggunakan metode Harbourne
(1987) dengan spektrofotometer. Daun planlet kedelai yang seragam

sebanyak 0,1 g dihilangkan ibu tulang daunnya, kemudian digerus
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dengan mortar (pestle) dan ditambahkan 10 mL aseton 80%. Setelah itu
larutan disaring dengan kertas Whatmann No. 1, dan dimasukkan ke
dalam flakon serta ditutup rapat. Larutan sampel dan larutan standar
(aseton 80%) di ambil sebanyak 1mL, kemudian dimasukkan dalam
kuvet. Setelah itu dilakukan pembacaan serapan dengan
spektrofotometer UV pada panjang gelombang (1) 646 nm dan 663 nm,
dengan ulangan tiap sampel sebanyak 3 kali. Kadar klorofil dihitung

dengan menggunakan rumus sebagai berikut.

Klorofil total = 17,3 A646 + 7,18 A663 mg/L
Klorofil a =12,21 2663 — 2,81 A646 mg/L
Klorofil b =20,13 A646 — 5,03 1663 mg/L (Harbourne, 1987)

d. Kandungan Karbohidrat

Kandungan karbohidrat terlarut total ditentukan berdasarkan metode
fenol sulfur, 1 gram planlet kedelai digerus sampai halus dalam mortar,
lalu ditambahkan 100 ml aquades. Ekstrak disaring kedalam erlenmeyer
dengan menggunakan kertas saring Whatman no.1. Ekstrak kedelai
diambil 1ml dimasukkan ke dalam aquades 2 ml. Selanjutnya 2 ml

larutan H,50, pekat dan 1ml larutan fenol ditambahkan pada ekstrak

tersebut. Tabung reaksi didiamkan beberapa saat, warna cokelat
kemerahan menunjukkan adanya karbohidrat terlarut. Nilai absorbansi
diukur dengan spektrofotometri uv pada panjang gelombang 490 nm.

Nilai absorbansi setiap ekstrak kedelai dicatat. Kandungan karbohidrat
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ditentukan berdasarkan kurva standar glukosa dan dinyatakan dalam

satuan mg/g jaringan (Witham et al., 1993).

f. Analisis Data
Data yang diperoleh dari pertumbuhan planlet kedelai selama seleksi
dengan PEG 6000 berupa data kualitatif dan data kuantitatif. Data
kualitatif disajikan dalam bentuk deskriptif komparatif dan di dukung
foto. Data kuantitatif dari setiap parameter dianalisis dengan
menggunakan Analisis Ragam dengan uji BNT (Beda Nyata Terkecil)

pada taraf nyata 5%.



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. SIMPULAN

Berdasarkan hasil pengamatan dan pembahasan dapat disimpulkan bahwa:

1. Kisaran konsentrasi PEG 6000 yang toleran untuk seleksi planlet kedelali
terhadap cekaman kekeringan secara in vitro adalah 20% - 60%.

2. Karakter ekspresi yang spesifik pada planlet kedelai yang mengalami
cekaman kekeringan dengan penambahan PEG adalah menurunnya
kandungan klorofil a, b dan total serta meningkatnya kandungan

karbohidrat dibandingkan dengan kontrol.

B. Saran
Perlu adanya penelitian lanjutan untuk mendapatkan planlet yang toleran
terhadap kekeringan yaitu dengan cara menaikan konsentrasi PEG pada
tanaman yang akan diuji dan analisis karakterisasi lainnya pada planlet
yang mengalami cekaman kekeringan antara lain analisis prolin,
kandungan fenol dan antioksidan, karakter agronomis, serta karakter

molekular; analisis DNA dan profil protein.
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