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ABSTRAK

KAJIAN EFEK ASAM SALISILAT TERHADAP KANDUNGAN
KARBOHIDRAT TERLARUT TOTAL DAN KLOROFIL PLANLET
PISANG KEPOK KUNING (Musa paradisiaca L. var. bluggoe) DALAM
KONDISI CEKAMAN KEKERINGAN SECARA IN VITRO

Oleh
Jevica Ayu Setia

Pisang kepok kuning(Musa paradisiaca L. var.

bluggoe) adalah buah yang populer di Indonesia dan biasanya dikonsumsi baik
secara segar maupun dalam bentuk olahan. Permintaan akan pisang meningkat,
tetapi masih ada permasalahan dalam budidaya pisang antara lain serangan
penyakit dan kurang ketersedian air. Tujuan penelitian ini adalahuntuk
mengetahui konsentrasi toleran asam sdlisilat dan PEG 6000 yang resisten
terhadap cekaman kekeringan serta untuk mengetahui interaksi antara asam
sdlisilat dan PEG.Pendlitian ini  dilaksanakan dari bulan Desember 2015 sampai
Februari 2016 di Laboratorium Botani (ruang penelitian in vitro), Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan [Imu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.
Penelitian dilaksanakan dalam percobaanFaktorial 3x3. Faktor Aadalah Asam
salisilat dengan 3 taraf konsentrasi yaitu O ppm, 50 ppm, 60 ppm dan faktor B
adalah PEG 6000 (b/v) dengan 3 taraf konsentrasi yaitu 0%, 10%, dan 20% (b/v).
Parameter yang diamati adalah  kandungan karbohidrat terlarut total dan
kandungan Kklorofil a, b, dan total. Data dianalisis ragam pada taraf nyata 5% dan
BNT padataraf nyata5%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa

1) Konsentras Asam sdlisilat yang toleran untuk seleksi planlet pisang kepok
kuning terhadap cekaman kekeringan adalah 50 ppm, 2) Konsentrasi toleran PEG
6000 yang mampu menyeleksi planlet pisang kepok kuning yang resisten terhadap
cekaman kekeringan secara in vitro adalah 10% (b/v), 3) Terdapat interaksi antara
asam sdlisilat dan PEG 6000 terhadap analisis kandungan karbohidrat terlarut total
dan analisis kandungan klorofil.

Kata kunci : Pisang kepok kuning, Asam salisilat, PEG 6000, I n vitro.
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang dan Masalah

Pisang adalah buah yang populer di Indonesia dan digemari berbagai |apisan
masyarakat. Buah pisang memiliki kandungan nilai gizi yang cukup tinggi
untuk memenuhi kebutuhan karbohidrat, vitamin dan mineral. Selain
dikonsumsi dalam keadaan segar, pisang juga dapat diolah menjadi berbagai

jenis makanan seperti sale pisang, keripik, dan tepung pisang (Ashari, 1995).

Di Indonesia tanaman pisang telah lama dibudidayakan oleh masyarakat
dengan tujuan untuk mendapatkan nilai komersial. Lebih dari 230 jenis
pisang terdapat di Indonesia. Jenis pisang dikelompokkan menjadi 3 jenis
yaitu pisang hias, pisang manila dan pisang buah. Jenis pisang hias antara
lain adalah pisang kipas yang biasanya dijadikan tanaman hias. Jenis pisang
serat atau manila biasanya dimanfaatkan sebagai bahan baku tekstil dan

buahnyatidak dapat dimanfaatkan. Jenis pisang buah termasuk jgjaran buah



komersil yang banyak digemari oleh masyarakat untuk dimanfaatkan karena

kei stimewaan rasa dan aroma buahnya (Cahyono, 2009).

Jenis pisang buah yang ada dipasaran antara lain pisang ambon, pisang
kepok, pisang tanduk, pisang raja bulu, pisang barangan, pisang ragja, pisang
badak. Salah satu jenis pisang yang banyak digemari untuk di konsumsi
dalam bentuk olahan adalah pisang kepok. Pisang kepok memiliki banyak
jenis, namun yang terkenal karenamemiliki rasa yang lebih enak adalah
pisang kepok kuning (Musa paradisiaca L. var. bluggoe). Pisang kepok
kuning berwarna kekuningan, bertekstur keras dan rasanya lebih manis

dibandingkan dengan kepok putih (Prabawati et al., 2008).

Indonesia merupakan salah satu sentra primer keragaman pisang. Pisang
sebagai tanaman buah unggul di Indonesia masih memiliki kualitas yang
terbatas. Kualitas buah pisang akan mempengaruhi harga dipasaran sehingga
perlu upaya penanganan serius agar mampu berkompetisi dengan produk luar
negeri. Permasalahan yang ada dalam budidaya pisang antaralain serangan

penyakit dan kurang ketersedian air (Anonymous, 2000).

Menurut Fitter dan Hay (1994), kekurangan air akan mempengaruhi
proses-proses biokimia yang berlangsung dalam sel. Kekurangan air
berpengaruh terhadap reaksi-reaks biokimiafotosintesis, sehinggalau

fotosintesis menurun. Tersedianya air yang kurang juga akan menghambat



sintesis klorofil pada daun yang diakibatkan 1gju fotosintesis menurun

(Hendriyani dan Nantya, 2009).

Asam sdlisilat (AS) merupakan signal penting dalam ketahanan tanaman yang
biasanya digunakan sebagai pengimbas ketahanan terhadap penyakit
(Sujatmiko et al., 2012). Padatumbuhan, terbentuknya asam salisilat
merupakan respon terhadap serangan patogen sebagai bentuk pertahanan.
Bidabadi et al. (2012), melaporkan bahwa penggunaan asam salisilat dapat
memperbaiki ketahanan planlet pisang berangan terhadap kondisi cekaman
kekeringan. Penggunaan asam salisilat pada medium tanpa Poly Ethylene
Glycol (PEG) memberikan efek pada peningkatan klorofil secara signifikan,
sedangkan penggunaan asam salisilat pada medium PEG level 3%

memberikan efek terhadap peningkatan kandungan klorofil dan prolin.

Menurut Savitri (2010), PEG dapat digunakan sebagai komponen penyel eksi
yang dapat mensimulasikan cekaman lingkungan. Penggunaan PEG 6000
bertujuan untuk menyeleks tanaman yang peka terhadap cekaman kekeringan
yang dapat digunakan dalam medium cair maupun medium padat. PEG
merupakan suatu senyawa kimia yang mengandung aktivitas matriks sub unit
etilen oksida yang mampu menurunkan pontensial osmotik dengan mengikat
molekul air menggunakan ikatan hidrogen. Ukuran molekul dan konsentras
PEG mempengaruhi besar kecilnya potensial osmotik yang terjadi

(Rahayu et al., 2005).



Seleks planlet yang toleran PEG 6000 menggunakan teknik in vitro
dilakukan sebagai upaya untuk mendeteksi secara dini genotip planlet yang
resisten terhadap cekaman kekeringan. Beberapa penelitian menunjukkan
bahwa penggunaan PEG 6000 pada medium sebagal upaya untuk mendeteksi
siklus seleksi dalam program perbaikan atau perakitan varietas yang memiliki

toleransi kekeringan.

Seleksi in vitro telah diteliti dalam menghasilkan tanaman tahan terhadap
cekaman kekeringan diantaranya tanaman padi hibrida pada konsentrasi 25%
dalam larutan PEG 6000, cukup efektif untuk menduga toleransi terhadap
kekerigan (Afaet al., 2012); kondis lapangan dengan kapasitas 100% pada
berbagai varietas nilam menghasilkan tanaman nilam yang resisten yaitu
pada vaietas Girilaya (Pogostemon heye-anus Benth) (Djazuli, 2010), dan uji
kualitatif kandungan metabolit sekunder kalus gatang terjadi penurunan berat
basah kalus yang signifikan pada pemberian 5% PEG

(Zulhilmi et al., 2012).

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh asam salisilat sehingga
dapat mengurangi kerusakan dari cekaman kekeringan yang distimulan oleh

PEG pada planlet pisang kepok kuning secarain vitro.



B. Tujuan Pendlitian

Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Mengetahui konsentrasi asam salisilat yang toleran untuk seleksi planlet
pisang kepok kuning yang resisten terhadap cekaman kekeringan secara
invitro.

2. Mengetahui konsentrasi PEG 6000 yang toleran untuk seleksi planlet
pisang kepok kuning yang resisten terhadap cekaman kekeringan secara
invitro.

3. Mengetahui interaksi asam salisilat dan PEG 6000 terhadap kandungan

karbohidrat terlarut total dan klorofil pada planlet pisang kepok kuning.

C. Manfaat Pendlitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai
penggunaan asam salisilat untuk memperbaiki ketahanan planlet pisang
kepok kuning dengan stimulasi cekaman kekeringan menggunakanPEG 6000.
Planlet yang resisten terhadap cekaman kekeringan diharapkan dapat
memberikan kontribusi bagi pengembangan ilmu pengetahuan terutama di

bidang pemuliaan tanaman, dan ilmu terapan yang terkait.

D. Kerangka Pikir
Pisang kepok kuning (Musa paradisiaca L.var.bluggoe) merupakan salah satu
buah primadona yang memiliki nilai ekonomi yang cukup tinggi. Indonesia

memiliki dua musim yaitu musim hujan dan musim kemarau. Musim



kemarau yang terjadi di Indonesia biasa berlangsung lama sehingga
menyebabkan terjadi kekeringan pada tanaman, salah satunya mengakibatkan

penurunan produksi pisang.

Teknik in vitro merupakan teknik yang digunakan sebagai upaya dalam
memperbaiki karakter dan ketahanan tanaman. Asam salisilat adalah
komponen jalur transduksi yang dapat meningkatkan ketahanan tanaman
terhadap penyakit. Asam sdlisilat dikenal dapat mempengaruhi berbagai
respon fisiologsis dan biokimiatanaman dan mempunyai peran penting dalam
mengatur pertumbuhan serta produktivitasnya. Berdasarkan penelitian
Susilowati (2015), melaporkan bahwa kisaran asam salisilat yang toleran
untuk seleksi Phalaenopsis amabilis secarain vitro adalah 15-60 ppm,
sementara Bidabadi et al (2012), melaporkan bahwa penggunaan asam
salisilat pada medium tanpa PEG memberikan efek pada peningkatan klorofil
secara signifikan, sedangkan penggunaan asam salisilat pada medium PEG
level 3% memberikan efek terhadap peningkatan kandungan klorofil dan

kandungan prolin.

Poly Ethylene Glycol (PEG) merupakan senyawa yang dapat

menstimul asikan keadaan stres dengan menurunkan potensial air yang ada di
lingkungan sehingga berhubungan dengan penurunan tekanan hidrostatis
dalam sdl (Oertli, 1985). Beberapa penelitian menyatakan penggunaan PEG
6000 pada medium sebagai agen seleksi dalam seleksi in vitro mempunyai

tingkat resistens terhadap kekeringan padatingkat lapangan. Pendekatan



seleksi in vitro yang telah menghasilkan varietas tanaman yang tahan
terhadap kekeringan diantaranya tanaman kacang tanah
(Yudiwanti et al., 2008),kalus gatang (Zulhilmi et al., 2012),serta tanaman

sorghum (Tsago et al., 2013).

Hipotesis

1. Terdapat konsentrasi asam salisilat yang toleran untuk seleksi planlet
pisang kepok kuningyang resisten terhadap cekaman kekeringan secarain
vitro.

2. Terdapat konsentrasi PEG6000 yang toleran untuk seleksi planlet pisang
kepok kuning yang resisten terhadap cekaman kekeringan secara
invitro.

3. Terdapatinteraksi antara asam salisilat dan PEG 6000 yang optimum
terhadap kandungankarbohidrat terlarut total dan kandugan klorofil planlet

pisang kepok kuning.



. TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Pisang

1. Biologi pisang

Umumnya pisang dapat tumbuh di daerah tropika dan sub tropika. Tanaman
ini mampu hidup pada dataran rendah maupun dataran tinggi lebih dari 1600
meter di atas permukaan laut, serta mampu hidup pada suhu 27 °C sampai
maksimum 38 °C, pH keasaman tanah 4,7-7,5 dengan curah hujan antara

2000-2500 mm/tahun (Anonymous, 2008).

Buah pisang selain banyak dikonsumsi sebagai buah meja (segar), juga dapat
dibuat beberapa macam produk olahan, seperti tepung, sale, dan keripik.
Salah satu jenis pisang yang banyak digunakan untuk produk olahan adalah
pisang jenis kepok, sedangkan untuk buah yang biasa dikonsums segar pada
umumnyadiolah jikanilai ekonominya sudah menurun seperti halnya buah
pisang yang bentuknya kurang baik, ukurannya kecil, kulit buah cacat

sehingga tidak mungkin disgjikan sebagai buah megja (Cahyono, 2009).

Pisang kepok kuning adalah salah satu varietas buah pisang unggul di
Indonesia. Bentuk buahnya agak pipih karenanya sering disebut

pisang gepeng dan memiliki kulit tebal. Berat per tandan dapat mencapai



22 kg memiliki 10-16 sisir. Setiap sisir terdiri dari 12-20 buah. Bila matang
warna kulit buahnya kuning penuh. Kepok kuning memiliki daging buah
berwarna kuning dan rasanya lebih manis dari kepok putih

(Prabawati et al., 2008).

Menurut Satuhu dan Supriyadi (2008), tanaman pisang kepok kuning

diklasifikasikan sebagai berikut.

Divisio : Magnoliophyta

Classis . Liliopsida

Ordo . Zingiberales

Familia : Musaceae

Genus : Musa

Species : Musa paradisiaca L. var. bluggoe

(A) (B)

Gambar 1. Tanaman pisang kepok kuning, A). Habitus pisang kepok kuning
(Anonymous, 2015), B). Buah pisang kepok kuning
(Foto Setia, diambil di Rgjabasa, Lampung, 2016)
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2. Morfologi pisang

Tanaman pisang termasuk kedalam tanaman herba tahunan. Pisang berakar
serabut dan tidak memiliki akar tunggang. Akar-akar serabut tersebut
tumbuh pada umbi batang bagian bawah. Panjang akar berkisar antara 0,75
sampal 1,5 meter dan sebagian besar dari akar tanaman pisang itu tumbuh
kesamping bonggol yang panjangnya antara 4 sampal 5 meter

(Suhardiman, 1997).

Menurut Widyastuti dan Paimin (1993), pisang memiki batang semu yang
terbentuk dari pelepah daun yang saling menutup dengan kompak dengan
ukuran tiggi batang berkisar 2,5 sampai 7,5 meter. Batang pisang sebenarnya
terletak dalam tanah berupa umbi batang. Dibagian atas umbi batang terdapat
titik tumbuh yang menghasilkan daun dan pada suatu saat akan tumbuh bunga
pisang (jantung), sedangkan yang berdiri tegak di dalam tanah yang biasanya

dianggap batang itu adalah batang semu (Tjitrosoegpomo, 1991).

Daun pisang letaknya tersebar. Helaian daun berbentuk lanset memanjang,
dan mudah sekali robek oleh hembusan angin yang keras karena tidak
mempunyai tulang-tulang pinggir yang menguatkan lembaran daun. Pada
pucuk tengah batang semu akan muncul daun baru yang menggulung dan
akan terus memanjang keluar dari tengah batang semu membentuk kanopi-

kanopi daun pisang (Ashari, 1995).
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Bunga pisang memiliki kuncup bunga yang dibungkus oleh seludang
berwarna merah kecokel atan, apabila bunga telah membuka akan jatuh ke
tanah. Bunga jantan berkembang secara tidak normal dan bunga betina akan
berkembang secara normal. Bunga berkelamin satu, berumah satu dan
tersusun dalam tandan. Daun pelindung berukuran panjang 10 — 25 cm,
berwarna merah tua, berlilin, dan mudah rontok. Bunga tersusun dalam dua
baris yang melintang. Bakal buah berbentuk persegi, sedangkan bunga jantan
tidak ada. Setelah bunga keluar, bunga membentuk sisir pertama, kedua dan

seterusnya (Satuhu & Supriyadi, 2008).

Kultur jaringan

Perbanyakan tanaman secarain vitro secara vegetatif adalah upaya alternatif
dalam mendapatkan tanaman baru yang sama dengan induknya yang dikenal
sebagai teknik kultur jaringan. Sistem kultur jaringan mempunyai
keuntungan yaitu menghemat tenaga, waktu, tempat serta biaya

(Nugroho & Sagito, 2005).

Pelaksanaan kultur jaringan berdasarkan atas teori sel seperti yang
dikemukankan oleh Schleiden dan Schwan yaitu sel mempunyai kemampuan
totipotensi. Kemampuan totipotensi merupakan kemampuan tiap sel untuk
tumbuh menjadi tanaman yang sempurna bila diletakkan pada lingkungan

yang sesuai (Suryowinoto, 1991).
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Kultur jaringan pada tumbuhan bertujuan untuk meregenerasikan jaringan
kalus, memperbanyak sel, regenerasi tanaman secara keseluruhan dan
identifikas seleksi mutan-mutan alami yang terinduksi secara potensial untuk
memperbanyak genotip yang diinginkan. Manfaat pemuliaan tanaman dalam
kultur jaringan tumbuhan adalah menciptakan klon-klon tanaman yang efektif

dan murah serta bebas dari virus saat diisolas (Welsh, 1991).

. Asam Salisilat

Asam salisilat merupakan komponen jalur transduksi yang menyebabkan
ketahanan tanaman terhadap beberapa patogen (Ryals et al., 1996). Asam
salisilat memiliki rumus molekul CsH,COOHOH berbentuk kristal kecil
berwarna merah muda terang, hingga kecokelatan yang memiliki berat
molekul sebesar 138, 123 g/mol dengan titik leleh sebesar 156 °C dan
densitas pada 25 °C sebesar 1,443 g/ml (Purnomo et al., 2007). Asam
salisilat memilki struktur bangun kimia seperti yang disajikan pada Gambar 2

berikut.

O OH

OH

Gambar 2. Struktur Asam Salisilat (Fessenden dan Fessenden, 1986)
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Bahan baku utama dalam pembuatan asam salisilat adalah phenol, NaOH,
karbon dioksida dan asam sulfat. Asam salisilat biasanya digunakan sebagai
obat-obatan dan sebagai bahan intermediet pada pabrik obat dan pabrik

farmasi seperti aspirin (Anonymous, 2014).

Bidabadi et al. (2012), melaporkan bahwa penggunaan asam salisilat dapat
memperbaiki ketahanan planlet pisang Barangan terhadap kondisi cekaman
kekeringan. Penggunaan asam salisilat pada medium tanpa PEG memberikan
efek pada peningkatan klorofil secara signifikan, sedangkan penggunaan
asam sdlisilat pada medium PEG level 3% memberikan efek terhadap

peningkatan kandungan klorofil dan kandungan prolin.

D. Poly Ethylene Glycol (PEG)

Menurut Oertli (1985), Poly Ethylene Glycol (PEG) merupakan senyawa yang
dapat menstimulasikan keadaan stres dengan menurunkan potensial air yang
ada di lingkungan sehingga berhubungan dengan penurunan tekanan
hidrostatis dalam sel. Potensial air merupakan kemampuan air untuk
melakukan difusi yang menggambarkan energi bebas air yang terdapat dalam
sel atau jaringan tumbuhan. Senyawa PEG juga bersifat larut dalam air dan
dapat menyebabkan penurunan potensial air yang homogen dengan cara
menarik molekul air (H,O) menuju atom oksigen pada sub unit etilen oksida

melalui ikatan hidrogen (Afaet al., 2012).
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Struktur bangun kimia PEG 6000 di sgjikan pada Gambar 3.

O
H nOH

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

Poly Ethylene Glycol 6000 memiliki struktur bentuk padat, berwarna putih,
suhu lebur 55-63 °C, berat molekul 6000-7000, dan komposit polimer karbon
0,082 mho. PEG 6000 menunjukkan konduktivitas paling besar sebelum
penambahan uap etanol 90% hasil komposit polimer karbon (Gunawan dan
Azhari, 2010). Beberapa hal yang harus diperhatikan dalam pengunaan PEG
antaralain toksisitas, sifat PEG, kadar PEG optimal dan PEG yang terbaik.
Penggunaan 41 % PEG 6000 bagi tumbuh-tumbuhan umumnya bersifat

toksik (Suryowinoto, 1996).

E. Cekaman Kekeringan

M etabolisme tanaman tidak dapat berlangsung tanpa adanya air. Tanaman
dapat memenuhi kebutuhan air melalui penyerapan oleh akar. Air yang
diserap oleh akar tanaman bergantung pada kemampuan partikel tanah
menahan air dan kemampuan akar untuk menyerapnya. Cekaman kekeringan
dapat menyebabkan perubahan pada metabolisme. Cekaman kekeringan
merupakan kondisi dimana minimumnya kadar air dalam tanah yang

berhubungan dalam pertumbuhan dan produksi tanaman (Jumin, 1992).
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Berdasarkan penelitian Purwanto dan Agustono ( 2010) pada kapasitas lapang
60%, cekaman kekeringan pada tanaman kedelai mengalami penurunan
kandungan klorofil sebesar 7,73%. Sementaraitu hasil penelitian Afa, et al
(2012) menunjukkan bahwa larutan PEG 6000 pada konsentrasi 25% efektif

memberikan cekaman kekeringan pada padi hibrida.

Respon Tanaman terhadap Cekaman Kekeringan

Respon tanaman pada kondisi kekeringan akan menyesuaikan diri secara
fisiologis, biokimia, anatomis dan perubahan morfologis termasuk transisi
dalam ekspresi gen. Pada saat terjadi kekeringan, sebagian stomata daun
menutup sehingga terjadi hambatan masuknya CO, dan menurunkan aktivitas
fotosintesis. Cekaman kekeringan selain menghambat aktivitas fotosintesis,

juga menghambat sintesis protein dan dinding sel (Salisbury dan Ross, 1995).

Menurut Palupi dan Dedywiryanto (2008), mekanisme ketahanan tanaman
terhadap cekaman kekeringan adalah dengan cara menghindari kekeringan
(drought avoidance) yaitu tanaman mempertahankan status air dalam
jaringan agar metabolisme tetap berjalan dan tolerans terhadap kekeringan
(drought tolerance) dimana tanaman tetap dapat melangsungkan

metabolismenya pada kondisi status air yang rendah.

Tanaman yang mengalami cekamana kekeringan akan berusaha melakukan
perubahan fisiologis sebagal bentuk adaptasinya salah satunya adalah

kemampuan mempertahankan tekanan turgor atau penyesuaian osmotik.
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Perubahan tekanan turgor akan mempengaruhi proses fisiologis dan biokimia
tumbuhan, antara lain dengan mengakumulasi senyawa-senyawa terlarut

meliputi gula, asam amino, prolin, dan glisin betain (Khaeran et al., 2008).

. Karbohidrat

Karbohidrat merupakan senyawa-senyawa yang mengandung unsur : C, H,
dan O yang paling banyak terdapat dalam tumbuhan yaitu sekitar 75%.
Karbohidrat adalah karbon yang mengandung sejumlah besar gugus hidroksil.
Karbohidrat paling sederhana bisa berupa aldehid atau berupa keton.
Berdasarkan pengertian diatas berarti diketahui bahwa karbohidrat terdiri atas
atom C, H dan O. Adapun rumus umum dari karbohidrat adalah C,(H20),

(Wiratmaja, 2011).

Karbohidrat adalah bahan yang sangat diperlukan tubuh manusia, hewan, dan
tumbuhan di samping lemak dan protein. Senyawaini dalam jaringan
merupakan cadangan makanan atau energi yang disimpan dalam sel.
Sebagian besar karbohidrat yang ditemukan di alam terdapat sebagai
polisakarida dengan berat molekul tinggi. Beberapa polisakarida berfungsi
sebagai bentuk penyimpan bagi monosakarida, sedangkan yang lain sebagai
penyusun struktur di dalam dinding sel dan jaringan pengikat

(Manruw, 2010).

Kandungan karbohidrat terlarut total sebagal indikator yang sesuai untuk

cekaman kekeringan padatanaman. Perubahan karbohidrat terlarut total
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berpengaruh secara langsung terhadap respon fisiologis seperti fotosintesis,
translokasi dan respirasi. Efek dari kandungan terlarut total dapat diamati

melalui bagian akar, daun dan batang (Kerepesi dan Galiba, 2000).

. Biosintesis Klorofil

Klorofil merupakan molekul yang kompleks dan berfungsi menyerap cahaya,
mentransfer energi, dan transfer elektron dalam fotosintesis. Adapun faktor-
faktor yang mempengaruhi sintesis klorofil yaitu cahaya, gula, air,
karbohidrat, faktor genetik, temperatur, dan unsur-unsur seperti: N, Fe, Mg,
Mn, Cu, Zn, S dan Oksigen. Salah satu unsur penting dalam pembentukkan
klorofil adalah nitrogen sebagai unsur hara makro (Hendriyani dan Nantya,
2009). Umumnyaklorofil disintesis pada daun untuk menangkap cahaya
dengan jumlah berbeda tergantung faktor lingkungan dan genetik setiap

spesies.

Tahap-tahap dalam biosintesis klorofil adalah sebagai berikut: tahap pertama;
pembentukkan 5-aminolevulinic Acid (ALA), kemudian kondensasi ALA
menuju porfobilinogen (PGB) yang pada akhirnya membentuk cincin pirol
dan klorofil. Selanjutnya perakitan struktur porphyrin dari 4 molekul PGB
yang melibatkan 6 reaksi enzimatis yang menghasilkan protophoryn 1X.
Tahap selanjutnya dalam biosintesis klorofil adalah pembentukkan cincin
kelima (cincin E) melalui sirklisasi satu sisi rantai asam propionik menjadi

protoklorofil. Jalur ini meliputi reduks salah satu ikatan ganda pada cincin D
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menggunakan NADPH. Tahap akhir dalam biosintesis klorofil adalah
penambahan gugus phytol yang dikatalisis oleh klorofil sintetase

(Taiz dan zeiger, 1998). Menurut Homayoun et al. (2011), proses sintesis
klorofil sangat dipengaruhi oleh air. Pada saat terjadi hujan kandungan
klorofil akan meningkat dan akan menurun saat keadaan tanah gersang. Kadar
air pada daun berperan dalam mempertahankan jumlah maksimum kadar

klorofil.

Ada 2 macam klorofil padatanaman yaitu klorofil a (Cs5H7,05N,M g)
berwarna hijau tua dan klorofil b (Cs5H790gN4Mg) berwarna hijau muda.
Klorofil adan b merupakan klorofil yang paling kuat menyerap cahaya di
bagian merah dengan panjang gelombang 600- 700 nm dan paling sedikit
menyerap cahaya hijau dengan panjang gelombang 500- 600 nm, sedangkan
cahaya berwarna biru diserap oleh karotenoid (Nio Song dan Banyo, 2011).
Berdasarkan rumus empiris klorofil adan klorofil b perbedaan jumlah atom H

dan atom O. Struktur klorofil adan b disgjikan pada Gambar 5.
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Gambar 5. Struktur klorofil (A). Klorofil a, (B). Klorofil b
(Nio Song dan Banyo, 2011).



1. METODE KERJA

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan Desember 2015 sampai bulan
Februari 2016 di Laboratorium Botani (ruang penelitian in vitro), Jurusan
Biologi, Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam, Universitas

Lampung.

B. Alat dan Bahan

1. Alat-aat
Alat- aat yang digunakan untuk seleksi planlet pisang kepok kuning
secarain vitro adalah aluminium foil, Autoklaf, Laminar Air Flow
Cabinet (LAF) merk ESCO, pinset, scalpel, mata pisau scalpel, kertas
filter, Erlenmeyer berukuran 50 ml, cawan petri berdiameter 10 cm,
corong, botol kultur berukuran 250 ml, gelas ukur bervolume 100 ml dan
500 ml, kertas label, mikroskop, mikropipet, pipet tip, tabung reaks, rak
tabung reaksi, timbangan analitik, tisu, waterbatt, dan kamera Canon

Ixus 265 HS.
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Alat-alat yang dipergunakan untuk analisis karbohidrat terlarut total dan
klorofil: gunting, timbangan analitik, mikropipet, spektrofotometer, pisau
silet, kuvet, alat-alat gelas (pipet ukur, gelas ukur, pipet pasteur, tabung

reaksi), mortar dan penumbuk, rak tabung reaksi , dan corong.

2. Bahan-bahan
Bahan—bahan yang digunakan adalah planlet pisang kepok kuning steril
dalam botol kultur umur 2 bulan yang diperoleh dari koleks pribadi [bu
Dr. Endang Nurcahyani, M.Si., alkohol 70%, akuades, Benzine Amino
Purine (BAP), Indole-3-Acetic Acid (IAA), sukrosa, Plant Preservative
Mixture (PPM), Kalium Hidroksida (KOH), Asam Chlorida (HCI), Asam
Sdlisilat dan bahan kimia medium Murashige & Skoog (MS) padat yang

komposisinya disgjikan dalam Lampiran 1.

Bahan untuk analisis karbohidrat terlarut total yaitu fenol, H,SO,,
akuades, batang planlet pisang dan kertas saring Whatman no 1. Bahan

anaisisklorofil yaitu daun planlet pisang kepok dan aseton 80%.

C. Rancangan Percobaan

Rancangan penelitian ini disusun dengan pola dasar Rancangan Faktorial 3x3
dengan duafaktor yaitu faktor A: Asam Salisilat dengan 3 taraf konsentrasi
yaitu 0 ppm (A1) , 50 ppm (A2), 60 ppm (A3) dan faktor B: PEG 6000 b/v
dengan 3 taraf konsentrasi yaitu 0% (P1), 10% (P2), dan 20% (P3).

Masing-masing konsentrasi dilakukan 4 kali ulangan dan setiap ulangan
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terdiri dari 1 eksplan pisang kepok kuning dalam setiap botol kultur. Tata
letak satuan percobaan disgjikan pada Tabel 1 berikut.

Tabel 1. Tataletak satuan percobaan

AP, AzP; AP,
AoP3 AoP3 AsP3
AszP; A1P; APy
A1P3 AP, AoP3
AsP, AsP3 AP,
AP, AP, AzP;
AsP3 AP, A1Ps
A.Ps AsP> APy
APy AP, AsP,
Keterangan

A1-A; : Konsentrasi Asam Salisilat
P;-P; : Konsentrasi PEG

D. Bagan Alir Pendlitian

Penelitian terdiri atas beberapatahap, yaitu: 1) Penentuan kisaran konsentrasi
asam salisilat untuk perendaman planlet pisang kepok kuning sebelum
penanaman dalam medium, 2) Penanaman planlet pisang kepok kuning umur
2 bulan ke dalam medium M S yang sudah ditambahkan PEG 6000 sesuai
konsentrasi, 3) Penentuan kisaran konsentrasi PEG 6000 toleran untuk seleksi
planlet pisang kepok kuning secarain vitro, 4) analisis karakter ekspresi yang
spesifik pada planlet pisang kepok kuning resisten cekaman kekeringan
meliputi analisis kandungan klorofil a, klorofil b, dan klorofil total, serta
analisis karbohidrat total terlarut. Tahap penelitian disgjikan dalam bentuk

bagan alir seperti tercantum pada Lampiran 2.
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E. Pelaksanaaan Pendlitian

Pel aksanaan penelitian meliputi beberapa langkah sebagai berikut.

1. Persigpan medium seleksi
Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah Murashige & Skoog
(MS) padat. Pembuatan medium tanam M S sebanyak 1 liter adalah
dengan cara memipet sgjumlah larutan stok (Lampiran 1), kemudian
dimasukkan ke dalam labu takar 1 liter. Akuades ditambahkan sampai
tanda (1 liter) dan pH diatur sampai 5,5. Untuk mendapatkan pH 5,5
dilakukan penambahan KOH 1 N atau HCl 1 N. Larutan tersebut
kemudian dipindahkan ke dalam wadah yang lebih besar kemudian
ditambahkan agar-agar sebanyak 7 g/l, sukrosa 30 g/l, dan PPM 0,5 mi/I.
Larutan medium dipanaskan untuk melarutkan agar-agar (sambil diaduk)
sampa mendidih. Penambahan ZPT dilakukan setelah larutan medium
diangkat, kemudian dituangkan ke dalam botol kultur sebanyak 20
mi/botol. Sterilisasi medium dengan menggunakan autoklaf dengan

tekanan 17,5 psi, 121°C selama 15 menit.

Medium Murashige & Skoog (MS) padat selanjutnya ditambah PEG 6000
dengan konsentrasi 0%, 10%, dan 20% (b/v). Sebelum digunakan, PEG
6000 yang telah dilarutkan dengan akuades pada konsentrasi tertentu
disaring menggunakan syringe filter yang mempunyai diameter 0,45 ym
sebanyak 2 kali, dilanjutkan filter berdiameter 0,22 pm satu kali.
Penyaringan dilakukan dalam ruang steril didalam LAF Cabinet.

Selanjutnya PEG 6000 ditambahkan ke dalam medium MS. Sebelum
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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.

Induks planlet dengan asam salisilat
Asam sdlisilat dilarutkan terlebih dahulu dengan akuades pada konsentrasi
tertentu disaring menggunakan syringe filter yang mempunyai diameter
0,45 pm sebanyak 2 kali, dilanjutkan filter berdiameter 0,22 ym satu kali.
Penyaringan dilakukan dalam ruang steril didalam LAF Cabinet.
Kemudian asam salisilat diencerkan dengan 3 konsentrasi yaitu O ppm,
50 ppm, 60 ppm dan selanjutnya dilakukan perendaman akar planlet

pisang kepok selama 2 menit.

Penanaman planlet dalam medium seleksi PEG 6000

Eksplan yang digunakan berupa planlet steril. Planlet-planlet dari botol
kultur dikeluarkan dengan scalpel steril dan satu-persatu diletakkan di
atas cawan petri berdiameter 10 cm, kemudian planlet dipilah satu-
persatu, setelah itu ditanam pada masing-masing botol kultur yang
berisi medium perlakuan yang telah ditentukan seperti pada butir 2 di atas.
Masing-masing konsentrasi dilakukan 4 kali ulangan dan setiap ulangan

terdiri dari 1 eksplan pisang kepok kuning dalam setiap botol kultur.
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Pengamatan

1. Persentase jumlah planlet yang hidup

Rumus yang digunakan untuk menghitung jumlah planlet pisang kepok
kuning yang hidup yaitu :

Jumlah planlet hidup % 100% .
Jumlah seluruh planlet (Nurcahyani et al., 2014)

Visualisas planlet
Meliputi warnatunas yang terbentuk dengan klasifikas sebagai berikut:

hijau, hijau dengan bagian tertentu berwarna cokelat, cokelat.

Analisis Kandungan Karbohidrat Terlarut Total

Analisis kandungan karbohidrat terlarut total dilakukan dengan metode
Fenol-sulfur (Dubois et al., 1956). Batang planlet pisang kepok kuning
diambil sebanyak 0,1 gram. Selanjutnya batang ditumbuk dengan
mortar lalu diberi 10 ml akuades, disaring dengan kertas saring

Whatman no. 1 lalu dimasukkan kedalam tabung reaksi.

Selanjutnya filtrat diambil sebanyak 1 ml lalu ditambahkan H,SO, lalu
ditambahkan fenol sebanyak 2 ml. Selanjutnyafiltrat dimasukkan

kedalam kuvet dibaca pada panjang gelombang 490 nm.

Hasil absorbansi larutan standar dibuat persamaan regresi linier

sehingga diperoleh persamaan : Y = ax + b. Nilai absorbansi sampel
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selanjutnya dimasukkan sebagai nilai Y sehingga didapatkan nilai x

(u/mol).

Analisis Kandungan Klor ofil

Bahan untuk analisis kandungan klorofil menggunakan daun planlet
pisang kepok kuning yang sudah diimbas dengan PEG 6000,
menggunakan metode Harbourne (1987) dengan spektrofotometer.

Adapun langkah kerjanya sebagai berikut.

Daun planlet pisang kepok kuning yang seragam sebanyak 0,1 g
dihilangkan ibu tulang daunnya, kemudian digerus dengan mortar
(pestle) dan ditambahkan 10 mL aseton 80%. Setelah itu larutan
disaring dengan kertas Whatmann No. 1, dan dimasukkan ke dalam
flakon sertaditutup rapat. Larutan sampel dan larutan standar (aseton
80%) di ambil sebanyak 1 mL, kemudian dimasukkan dalam kuvet.
Setelah itu dilakukan pembacaan serapan dengan spektrofotometer UV
pada panjang gelombang (A) 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 A663mg/L

Klorofil a = 12,21 A663 — 2,81 A646mg/L

Klorofil b = 20,13 A646 — 5,03 A663mg/L

(Harbourne, 1987)
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Anilisa Data

Data yang diperoleh dari pertumbuhan planlet pisang kepok kuning selama
seleksi dengan PEG 6000 berupa data kualitatif dan data kuantitatif. Data
kualitatif disgjikan dalam bentuk deskriptif komparatif dan di dukung foto.
Data kuantitatif dari setiap parameter dianalisis dengan menggunakan
Analisis Ragam. Analisis ragam dilakukan padataraf nyata 5% dan uji BNT

taraf 5%.



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari hasil penelitian ini meliputi:

1. Konsentrasi Asam sdlisilat yang toleran untuk seleksi planlet pisang
kepok kuning resisten terhadap cekaman kekeringan secarain vitro

adalah 50 ppm.

2. Konsentrasi PEG 6000 yang toleran untuk seleksi planlet pisang kepok
kuning resisten terhadap cekaman kekeringan secara in vitro adalah

10% (b/v)

3. Terdapat interaks antara asam salisilat dan PEG 6000 terhadap

kandungan karbohidrat terlarut total dan kandungan klorofil.

B. Saran
Perlu adanya penelitian lanjutan untuk analisis parameter yang lain seperti

kandungan prolin, indeks stomata, sifat agronomis dan molekular.
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