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ABSTRAK

KARAKTERISASI PLANLET KEDELAI Glycinemax (L.) Merr.
KULTIVAR PANGRANGO SETELAH DI INDUKSI LARUTAN ATONIK
DALAM KONDISI CEKAMAN KEKERINGAN SECARA IN VITRO

Oleh
Ira Cahyani Prastika Sari

Kedelai merupakan salah satu komoditas tanaman pangan terbesar di Indonesia
sehingga permintaan akan kedelai terus meningkat, namun terjadi penurunan
produksi kedelai di dalam negeri yang disebabkan yaitu adanya cekaman
kekeringan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui konsentrasi toleran larutan
atonik dan PEG 6000 yang resisten terhadap cekaman kekeringan serta untuk
mengetahui  interaksi kombinas larutan atonik dan PEG 6000 terhadap
pertumbuhan planlet kedelai kultivar Pangrango. Penelitian dilaksanakan dari
bulan November 2016 sampa Januari 2017 secara In Vitro di Laboratorium
Botani (ruang penelitian In Vitro), Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan [Imu
Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Penelitian dilaksanakan dalam
percobaan rancangan acak lengkap faktorial 3x3. Faktor A adalah Larutan atonik
dengan 3 taraf konsentrasi yaitu O ml/l, 1 ml/l, 2 ml/I dan faktor B adalah PEG
(b/v) dengan 3 taraf konsentrasi yaitu 0%, 70%, dan 80% (b/v). Parameter yang
diamati adalah kandungan klorofil a, b, dan total, tinggi planlet, panjang akar, dan
berat segar. Homogenitas ragam dilakukan dengan uji Levene kemudian
dilanjutkan dengan analisis ragam pada taraf nyata 5%. Jika kedua faktor
berinteraks nyata maka dilanjutkan dengan penentuan simple effect atonik (faktor
A) dan PEG (faktor B) dengan uji F pada taraf nyata 5%. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa 1) konsentrasi larutan atonik yang toleran untuk seleksi
planiet kedelai terhadap cekaman kekeringan secara In Vitro adalah 2 ml/l, 2)
konsentrasi toleran PEG 6000 yang mampu menyeleksi planlet kedelai yang
resisten terhadap cekaman kekeringan secara In Vitro adalah 70% dan 80% (b/v),
3) terdapat interaks antara atonik dan PEG 6000 terhadap kandungan klorofil,
berat segar, tinggi planlet dan panjang akar.

Kata kunci : Kedelai varietas Pangrango, larutan atonik, PEG 6000, I n vitro.
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang dan Masalah
Kedelai merupakan salah satu komoditas tanaman pangan terbesar di
Indonesia setelah padi dan jagung (Suprapto, 1992). Kedelai adalah bahan
pangan penting, sumber protein nabati sehingga kebutuhan kedelai dari

tahun ke tahun selalu meningkat (Adisarwanto dan Wudianto,1999).

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 jutaton per tahun (Giono dkk., 2014).

Menurut Haryati (2003) kekurangan air dapat mengganggu aktivitas
fisiologis maupun morfologis, sehingga mengakibatkan terhentinya
pertumbuhan. Defisiensi air yang terus menerus akan menyebabkan
perubahan yang irreversible (tidak dapat balik) dan pada gilirannya

tanaman akan mati



Cekaman kekeringan pada tanaman dapat dismulasikan dengan
mengurangi potensial air tanpa menyebabkan keracunan bagi tanaman
melalui induksi PEG dengan berat molekul lebih dari 4000 yang

ditambahkan pada medium In Vitro (Lawyer, 1970).

Pendekatan seleksi In Vitro mampu menghasilkan ketahanan tanaman
terhadap cekaman kekeringan diantaranya pada tanaman kacang tanah
(Yudiwanti et al., 2010), jagung (Badami dan Amzeri, 2010) dan nilam

(Djazuli, 2010),

PEG yang larut sempurna dalam air mempunyai kemampuan menurunkan
potensial air, sehingga dapat mengetahui respon jaringan yang ditanam
terhadap cekaman kekeringan, serta mengisolasi varian sel atau jaringan
yang mempunyai tolerans terhadap cekaman sehingga dapat digunakan
untuk mensimulasi besarnya potensial air tanah (Badami dan Amzeri,

2010).

Upaya peningkatan produksi kedelai dapat dilakukan dengan pemberian
Zat Perangsang Tumbuh (ZPT) (Septiatin, 2008). Menurut Sumiati et al.,
(1989) atonik merupakan salah satu zat pengatur tumbuh untuk tanaman
yang berfungs sebaga zat perangsang tumbuhnya akar, mengaktifkan
penyerapan unsur hara, meningkatkan keluarnya kuncup dan buah serta
dapat memperbaiki kualitas panen. Penggunaan kultivar yang baik
diharapkan dapat mengurangi biaya produksi serta meningkatkan

produktivitas kedelai (Giono et al., 2014).



Berdasarkan penelitian Irma (2013) konsentrasi ZPT terbaik pada
pertumbuhan tanaman jagung adalah 2 ml/l air. Suparwoto et al. (2006)
menyatakan bahwa larutan atonik dengan takaran 1 ml/l berpengaruh
nyata terhadap kecepatan perkecambahan biji duku. Penggunaan ZPT
Atonik dengan takaran 1 ml/l dapat memacu auksin endogen untuk
pembesaran sel tanaman (Beyer, 1973). Waktu perendaman 60 menit pada
benih semangka dengan konsentrasi atonik 1 ml/I menghasilkan bobot

kering akar lebih tinggi (Sunarlim, 2012).

Sgauh ini belum ada penelitian tentang karakterisasi planlet kedelai
[Glycine max (L.) Merr.] kultivar Pangrango setelah di induksi larutan
atonik dalam kondisi cekaman kekeringan secara In Vitro, oleh karenaitu

penelitian ini perlu dilakukan.

. Tujuan penelitian

Berdasarkan latar belakang di atas maka tujuan penelitian ini adal ah:

1. Mengetahui konsentrasi larutan atonik yang toleran terhadap cekaman
kekeringan untuk seleksi planlet kedela kultivar Pangrango secara In
Vitro.

2. Mengetahui konsentrasi PEG 6000 yang toleran untuk seleksi planlet
kedelai kultivar Pangrango yang resisten terhadap cekaman kekeringan
secara In Vitro.

3. Mengetahui interaksi antaralarutan atonik dengan PEG 6000 terhadap

kandungan klorofil dan pertumbuhan planlet kedelai.



C. Manfaat pendlitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah
mengenai penggunaan larutan atonik dan PEG 6000 yang resisten
terhadap cekaman kekeringan terhadap planlet kedelai kultivar Pangrango
dengan simulasi cekaman kekeringan menggunakan Poly Ethylene Glycol
(PEG) secaraln Vitro. Planlet yang toleran terhadap cekaman kekeringan
diharapkan dapat memberikan kontribusi bagi pengembangan ilmu
pengetahuan terutamadi bidang pemuliaan tanaman, dan ilmu terapan

yang terkait.

D. Kerangka Pemikiran
Kedelai Glycine max (L.) Merr. 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 kedela umumnya dikonsumsi dalam bentuk
pangan olahan seperti: tahu, tempe, kecap, tauco, susu kedelai, dan

berbagai makanan ringan.

Cekaman kekeringan merupakan sal ah satu faktor penyebab menurunnya
produksi kedelai di Indonesia. Hal itu dapat berpengaruh negatif karena
akan menyebabkan terjadinya penurunan hasil kedelal yang akan dipanen.
Seleks In Vitro planlet dengan menggunakan larutan atonik dan Poly
Ethylene Glycol (PEG) merupakan salah satu cara yang dapat digunakan
untuk melakukan seleksi terhadap tanaman kedelai sehingga toleran

terhadap cekaman kekeringan.



Planlet yang dapat tumbuh dalam medium yang mengandung larutan
atonik dan Poly Ethylene Glycol (PEG) dengan berbagai konsentrasi
diduga dapat mendorong pertumbuhan akar dan mampu bertahan dalam
kondis alaminyadi lingkungan yaitu kondisi kekeringan. Perkecambahan
kedelai kultivar Pangrango yang ditanam pada medium In Vitro dengan
penambahan larutan atonik dan Poly Ethylene Glycol (PEG) dapat
digunakan sebagai indikator kemampuan untuk mensimulasikan

cekaman kekeringan dalam medium In Vitro.

. Hipotesis

Hipotesis pada penelitian ini adalah:

1. Terdapat kisaran konsentrasi larutan atonik yang toleran terhadap
cekaman kekeringan untuk seleksi planlet kedelai secara In Vitro.

2. Terdapat kisaran konsentrasi PEG 6000 yang toleran terhadap
cekaman kekeringan untuk seleksi planlet kedelai secara In Vitro.

3. Terdapat interaksi antara larutan atonik dengan Poly Ethylene Glycol
(PEG) 6000 terhadap kandungan klorofil a, b, dan total pertumbuhan

planiet kedelai.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Kedelai

Glycine max merupakan tanaman yang dihasilkan dari persilangan

G. ussuriensis dengan G. tomentosa, keduanya ditemukan tumbuh liar di
wilayah timur Asiayaitu di Cina. Kedelai merupakan tanaman yang telah
dibudidayakan sgjak 2800 SM. Kedelai mulai dikenal di Indonesia sgjak abad
ke-16. Awa mula penyebaran dan pembudidayaan kedelai yaitu di Pulau Jawa,
kemudian berkembang ke Bali, dan Nusa Tenggara (Rubatzky dan Y amaguchi,

1998).

Klasifikasi tanaman kedelai menurut Cronquist (1981) & APG I1 (2003)

sebagai berikut.
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida

Bangsa  : Fabales
Suku : Fabaceae
Marga : Glycine

Jenis : Glycine max (L.) Merill



Kedelai berhabitus semak, dengan tinggi batang antara 30-100 cm. Setiap
batang dapat membentuk 3-6 cabang. Bentuk daun kedelai ada dua macam,

yaitu bulat dan lancip (Adisarwanto, 2005).

Tanaman kedelai mempunyai daun majemuk bersirip genap. Setiap helai daun
terdiri dari tigahelai anak daun. Permukaan daunnya sedikit berbulu, berfungs
sebagai penahan atau penyimpan debu. Di Indonesia, kedelai berdaun sempit
lebih banyak ditanam oleh petani dibandingkan tanaman kedelai berdaun | ebar,
walaupun dari aspek penyinaran sinar matahari, tanaman kedelai berdaun |ebar
menyerap sinar matahari lebih banyak daripada yang berdaun sempit. Namun,
keunggulan tanaman kedelal 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 tangkal daun yang paling bawah. Dalam satu kel ompok
bunga, pada ketiak daunnya akan berisi 1-7 bunga, tergantung karakter dari

varietas kedelai yang ditanam (Adisarwanto dan Wudianto, 2008).

Bunga kedelai termasuk bunga sempurna, artinya dalam setiap bunga terdapat
alat kelamin jantan dan alat kelamin betina. Penyerbukan terjadi pada saat

mahkota bunga masih menutup, sehingga kemungkinan terjadinya kawin silang



secara alami sangat kecil. Bungaterletak pada ruas-ruas batang, berwarna ungu
atau putih. Tidak semua bunga dapat menjadi polong walaupun telah terjadi

penyerbukan secara sempurna (Suprapto, 2001).

Polong kedelai pertama terbentuk sekitar 7-10 hari setelah munculnya bunga
pertama. Panjang polong muda sekitar 1 cm, jumlah polong yang terbentuk
pada setiap ketiak tangkal daun sangat beragam, antara 1-10 buah dalam setiap
kelompok. Pada setiap tanaman, jumlah polong dapat mencapai |ebih dari 50,
bahkan ratusan. Kecepatan 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. Hal ini
kemungkinan diikuti oleh perubahan warna polong, dari hijau menjadi kuning

kecoklatan pada saat masak (Adisarwanto, 2014).

. Komposis Kimia Biji Kedelai

Kedelai (Glycine max L. Mer) merupakan salah satu komoditi pangan dari
famili leguminoseae yang dibutuhkan dalam pelengkap gizi makanan. Kedelai
memiliki kandungan gizi tinggi yang berperan untuk membentuk sel-sel tubuh
dan menjaga kondis sel-sdl tersebut. Kedelai mengandung protein 75-80% dan

lemak mencapai 16-20 serta beberapa asam-asam kasein (Suhardi, 2002).

Kedelai termasuk salah satu sumber protein yang harganya relatif murah jika
dibandingkan dengan sumber protein hewani. Dari segi gizi kedelai utuh
mengandung protein 35 — 38 % bahkan dalam kultivar unggul kandungan

protein dapat mencapai 40 — 44 % (Koswara, 1995)



Kedelai (Glycine max L. (Merr.)) adalah tanaman semusim yang diusahakan
pada musim kemarau, karenatidak memerlukan air dalam jumlah besar.
Kedelai merupakan sumber protein, dan lemak, serta sebagai sumber vitamin
A, E,K, dan beberapa jenis vitamin B dan minera K, Fe, Zn, dan P. Kadar
protein kacang-kacangan berkisar antara 20-25%, sedangkan pada kedelai
mencapal 40%. Kadar protein dalam produk kedelai bervariasi misalnya,
tepung kedelai 50%, konsentrat protein kedelai 70% dan isolat protein kedelai

90% (Winarsi, 2010) .

Menurut Astuti et al.,(2000) komposisi gizi kedela bervariasi tergantung
kultivar yang dikembangkan dan juga warna kulit maupun kotiledonnya.
Kandungan protein dalam kedelai bervariasi antara 31-48% sedangkan

kandungan lemaknya bervariasi antara 11-21%.

. Nilai Ekonomi Kedelai

Kedelai merupakan salah satu komoditas 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. Kedelai mengalami

permasal ahan karena ketersediaannya tidak mencukupi kebutuhan masyarakat
(Agung dan Yugi, 2014). Selain sebagai salah satu kebutuhan pokok, kedelal

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. Produksi nasional kedelai masih belum
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mencukupi kebutuhan, rata-rata kebutuhan kedelai per tahun sebesar 2.1
jutaton, sehingga setiap tahun Indonesia selalu mengimpor kedelai.
Produksi kedelai juga mengalami penurunan, tercatat produks pada tahun
2013 sebesar 807.5 ribu ton menurun sebesar 35.6 ribu ton dibandingkan

dengan produks tahun 2012 (Anonymous, 2014).

Menurut Balitkabi (2005) kultivar pangrango mempunyai ukuran biji yang
tergolong sedang, serta umur lebih dari 80 hari. Kultivar ini merupakan hasil
dari persilangan kultivar lokal lampung dengan davros pada tahun 1983.
Kedelai kultivar pangrango memiliki tinggi tanaman 65 cm, warna bunga ungu,

biji kuning dengan bentuk bulat dan memiliki bobot 100 biji 10 gr.

. Cekaman Kekeringan

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

pengembangan kedelai toleran terhadap cekaman kekeringan.
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Menurut Rahayu (2005) senyawa Polyethylene glycol (PEG) dapat
menurunkan potensial osmotik larutan melalui aktivitas matriks sub-unit
etilena oksida yang mampu mengikat molekul air dengan ikatan hidrogen

sehingga dapat mengkondisikan cekaman kekeringan.

Secara morfologis terjadinya cekaman kekeringan pada tanaman dapat dilihat
dengan memanjangnya akar tanaman untuk menyerap air, mengecilnya
permukaan daun sehinggarespirasi berkurang, dan menggugurkan daunnya.
Terjadinya cekaman kekeringan disebabkan oleh 2 faktor, yaitu: suplai air di
perakaran sudah mulai berkurang sehingga akar harus memanjang untuk
mendapatkan suplai air tersebut, dan terjadinyalaju evaporasi yang lebih tinggi

dari pada proses absorbsi air tanah (Lapanjang et al., 2008).

Salah satu faktor lingkungan abiotik yang paling berpengaruh terhadap
pertumbuhan dan produksi tanaman adal ah ketersediaan air yang cukup.

M ekanisme 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 pembel ahannya dan perluasannya. Cekaman



12

ditimbulkan karena kekeringan yang akan mengakibatkan tanaman merespon
secarameluas yang dimulai dari ekspresi gen, metabolisme dan dalam

pertumbuhannya (Darmawan dan Baharsjah, 1998).

. Atonik

Atonik merupakan zat pengatur tumbuh karena senyawa yang dikandungnya
berfungs memacu pertumbuhan tanaman. Zat yang dikandungnya adalah
natrium orthophenol (0,2%), natrium para nitrophenol (0,3%), natrium 5-
nitroguaiacolat (0,1%), dan 2,4 dinitrophenolat (0,01%) (Afandhie dan

Y uwono, 2007).

Keberhasilan dalam kultur jaringan sangat tergantung pada media yang
digunakan dan zat pengatur tumbuh karena tidak semua eksplan tanaman dapat
tumbuh dalam media tanam. Masing-masing eksplan membutuhkan media
tanam yang sesua berdasarkan pertumbuhan dan perkembangan (Sofia et al.

2005).

Zat pengatur tumbuh (ZPT) dalam kultur jaringan sangat diperlukan sebagai
komponen medium bagi pertumbuhan dan diferensiasi sel. Zat pengatur
tumbuh adalah senyawa lain yang memiliki karakteristik sama dengan hormon,
tetapi diproduksi secara eksogen (Zulkarnain 2009) sedangkan menurut Davies
(2002), ZPT adalah senyawa organik yang secara alami disintesis oleh tanaman

dan mempengaruhi proses-proses fisiologis pada konsentrasi rendah.
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Lingga (1995), menyatakan bahwa zat pengatur tumbuh tanaman atonik
merupakan golongan auksin yang berbentuk cair yang dapat mempercepat
perkecambahan, merangsang pertumbuhan akar tanaman, mengaktifkan
penyerapan unsur hara, mendorong pertumbuhan vegetatif, dan meningkatkan

keluarnya kuncup.

Penggunaan ZPT Atonik dengan takaran 1 mL L-1 menghasilkan pengaruh
yang berbeda nyata terhadap perlakuan pada biji duku, karena dengan takaran
tersebut Atonik dapat memacu auksin endogen untuk meningkatkan tekanan
osmosis sel, sintesis protein, plastisitas dinding sel, dan pembesaran sel
tanaman (Sumiati, 2001). Menurut Irma (2013) konsentrasi zat pengatur
tumbuh Atonik yang terbaik dan berpengaruh pada pertumbuhan dan hasil

tanaman jagung semi yakni pada konsentrasi 2 ml/l air.

Zat pengatur tumbuh adalah senyawa organik komplek alami yang disintesis
oleh tanaman tingkat tinggi, yang berpengaruh pada pertumbuhan dan
perkembangan tanaman. Dalam kultur jaringan, ada dua golongan zat pengatur
tumbuh yang sangat penting adalah sitokinin dan auksin. Zat pengatur tumbuh
ini mempengaruhi pertumbuhan dan morfogenesis dalam kultur sel, jaringan

dan organ ( Nurfadilah, 2013).

Efek auksin terhadap tanaman adal ah menyebabkan terjadinya pembesaran sel
sehingga tanaman akan memanjang dan terjadilah pertumbuhan. Jika
konsentrasi yang diberikan lebih tinggi daripada konsentrasi optimum maka
dapat mendorong pertumbuhan atau mengganggu metabolisme dan

perkembangan tumbuhan. Hal ini disebabkan karena pada konsentrasi auksin
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yang tinggi, pembesaran sel berlangsung cepat sehingga ukuran sel menjadi
besar. Keadaan ini akan menyebabkan reaksi turgor sel dalam sehingga

permeabilitas terganggu dan sel akan mengalami kekeringan (Riyadi, 2014).

Istilah auksin berasal dari bahasa Y unani yaitu auksin yang berarti
meningkatkan. Auksin ini pertamakali digunakan Frits Went, seorang

mahasi swa pascasarjana di negera Belanda pada tahun 1962, yang menemukan
bahwa suatu senyawa yang belum dapat dicirikan mungkin menyebabkan
fenomena pembengkokan yang dikenal dengan istilah fototropisme,
Pertumbuhan dan perkembangan biji juga dipengaruhi oleh beberapa faktor
antara lain lingkungan, nutrien, gen dan hormon. (Hendaryono dan Wijayani.,

1994)

Pemberian auksin dapat meningkatkan sintesis enzim ini sehingga H+ akan
dipompakan keluar. Peristwaini akan menyebabkan lingkungan menjadi asam.
Pada kondisi asam, enzim-enzim yang dapat memotong ikatan dinding sel akan
teraktifkan, diantaranya glukanase yang akan menghidrolisis rantai utama
hemiselulosa. Proses ini menyebabkan pelonggaran dinding sel, sehingga air
dapat masuk dan tekanan turgor naik. Tekanan turgor yang naik akan
menyebabkan sel mengembang. Pertumbuhan dan perkembangan tidak hanya
berkaitan dengan penambahan volume sel namun juga berkaitan dengan
bertambahnya jumlah sel. Pertambahan jumlah sel tergantung pada kecepatan
sel untuk membelah, yang dipengaruhi oleh adanya sitokinin (L. Taiz dan E.

Zeiger., 2002).
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F. 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
pertumbuhan berlangsung dalam kondisi steril dan dengan lingkungan kultur

yang dikondisikan, maka metode ini disebut kultur In Vitro (Struik, 1982).

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).

Menurut Sirait (2001) metode kultur jaringan mempunyai keunggulan antara
lain waktu seleksi lebih singkat, tidak membutuhkan ruang yang luas, mudah
dikontrol dan merupakan metode yang sangat cocok untuk digunakan

menyeleksi kultivar kedelai yang toleran terhadap kekeringan.

Kultur jaringan merupakan teknik menumbuh-kembangkan bagian tanaman,
baik berupa sdl, jaringan atau organ dalam kondisi aseptik secaraIn Vitro.
Teknik ini dicirikan oleh kondisi kultur yang aseptik, penggunaan media kultur
buatan dengan kandungan nutrisi lengkap dan ZPT (Zat Pengatur Tumbuh),
serta kondisi ruang kultur yang suhu dan pencahayaannya terkontrol

(Y usnita, 2003).

Kultur jarinngan memiliki 2 prinsip dasar yang jelas yaitu (1) bahan tanaman
yang bersifat totipotensi dan (2) budidaya yang terkendali. Konsep dasar ini

adalah mutlak dalam pel aksanaan kultur jaringan karena hanya dengan sifat
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totipotensi ini, sel, jaringan, organ yang digunakan akan mampu tumbuh dan
berkembang sesuai arahan dan tujuan budidaya In Vitro yang dilakukan. Sifat
bahan yang totipotensi sgjatidak cukup untuk kesuksesan kegiatan kultur
jaringan. Keadaan media tempat tumbuh, lingkungan yang mempengaruhinya
(Kelembaban, temperatur, cahaya) serta keharusan sterilisasi adalah hal mutlak

yang harus terkendali (Santoso dan Nursandi, 2004).

Teknik-teknik In Vitro mempunyai potensi yang sangat besar untuk membantu
konservas sumberdaya genetis. Teknik Pembibitan secara In Vitro telah
digunakan secaraluas untuk perbanyakkan tanaman semenjak protocol
mikropropogasi dipublikasikan untuk Iebih dari 1500 jenis spesies tanaman.

(Tjokrokusumo, 2004).

Eksplan merupakan organ atau sepotong jaringan tanaman yang akan
dikulturkan disebut eksplan. Seleksi dan pemilihan sumber eksplan merupakan
aspek penting keberhasilan mikropropogasi. Tiga aspek penting yang perlu
diperhatikan antar lain (1) sumber karakteristik genetik dan epigenetik, (2)
bebas patogen, dan (3) kondisi fisologi tanaman yang mampu berinisias

sendiri dengan baik yang akan dikulturkan (Hartmann et al., 2002).

Ukuran eksplan juga berpengaruh terhadap keberhasilan dalam kultur jaringan.
Eksplan yang berukuran besar beresiko kontaminasi lebih tinggi dibandinngkan
dengan yang berukuran kecil, tetapi kemampuan hidupnya lebih besar dan
tumbuhnya lebih cepat. Sebaliknya, eksplan berukuran kecil (meristem atau
tunas pucuk) kemungkinan terkontaminasi jauh lebih kecil, tetapi tumbuh lebih

lambat (Y usnita, 2003).
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Medium kultur jaringan terdiri dari bahan-bahan esensial dan komponen
pengoptimal, bahan esensial terdiri atas garam-garam annorganik, sumber
karbon dan energi, vitamin, dan zat pengatur tumbuh. Sedangkan komponen
pengoptimal yang berperan untuk optimalisasi pertumbuhan diantaranya adalah
N-organik, asam organik, substrat komplek, arang aktif, dan lain-lain, hal ini
lah menjadi faktor kesuksesan kegiatan Kultur jaringan (Santoso dan Nursandi,

2004).

Formulasi yang sering digunakan sebagai media kultur adalah mediaM S.

Mediaini merupakan kombinasi antara zat-zat yang mengandung hara makro,
mikro, dan sumber ennergi, serta vitamin. Formulasi media dasar mineral MS
dapat digunakan untuk sejumlah besar spesies tanaman pada propogas secara

In Vitro. (Wethrel, 1982).

Secara umum agar lingkungan In Vitro kegiatan kultur jaringan berjalan baik
dan bahan tanaman dapat tumbuh berkembang seperti yang diharapkan maka
pada tahap inkubasi di ruang kultur pengendalian temperatur, cahaya,
kelembapan, wadah kultur, dan faktor lingkungan lain yang menunjang

merupakan hal yang perlu mendapat perhatian (Santoso dan Nursandi, 2004).

Secara umum, intensitas cahaya yang optimum untuk tanaman pada kultur
tahap inisiasi kultur adalah 0 — 1000 lux, tahap multiplikasi sebesar 1000 —
10000 lux, tahap pengakaran sebesar 10000 — 30000 lux, dan tahap

aklimatisasi sebesar 30000 |ux, suhu juga berpengaruh terhadap kesehatan
tanaman yang dikulturkan. Suhu yang umum digunakan untuk pengulturan

berbagai jenis tanaman adalah 26 + 2°C Namun, pada kultur tanaman yang
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biasanya memerlukan suhu rendah untuk pertumbuhan terbaiknya (Y usnita,

2003).

Kelembapan relatif di dalam ruang kultur sekitar 70 %. Namun kebutuhan
kelembaban di dalam media kultur mendekati 90 %. Pengaruh CO2 di dalam
kultur jaringan berkaitan erat dengan kebutuhan bagi proses fotosintesis.
Secara umum diduga bahwa CO2 merupakan syarat mutlak untuk kultur
jaringan tanaman tingkat tinggi dibawah kondisi cahaya. Oksigen (O2) juga

dibutuhkan oleh kultur jaringan (Zulkarnain, 2009).

Kultivas sel atau jaringan secaraIn Vitro dapat dilakukan dengan
menggunakan berbagai macam wadah, mulai dari tabung reaksi, tabung
Erlenmeyer, botol kultur, bahkan botol gelas sederhana. Hal yang paling
penting dalam pemilihan wadah untuk kultur In Vitro adalah kemudahan untuk
menj aga sterilitasnya selama perbanyakkan sel atau jaringan (Zulkarnain,

2009).

. 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 et al., 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)

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

|ebih 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 mengurangi laju
pada proses fisiologis. Tanaman memiliki caratersendiri 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. Apabilatanaman 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 menstimul asikan keadaan cekaman
dengan menggunakan potensial air yang ada di lingkungan sehingga

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

.Pertumbuhan tanaman

Pertumbuhan tanaman pada dasarnya disebabkan oleh pembesaran sel dan
pembelahan sel. Oleh sebab itu jumlah sel dapat digunakan sebagai indikator
pertumbuhan tanaman dan organ tanaman. Berat tanaman dapat digunakan
sebagai indikator pertumbuhan, dalam hal ini dapat dilakukan dengan dua

pendekatan, yaitu berdasarkan berat segar dan berat kering (Lakitan, 1996).

Pertumbuhan tanaman merupakan suatu konsep universal dalam biologi dan
merupakan hasil dari berbaga prosesfisiologi yang berinteraksi dalam tubuh
tanaman bersama faktor luar. Proses tersebut berupa pertambahan ukuran,

bentuk dan jumlah (Sitompul dan Guritno, 1995).

parameter pertumbuhan antara lain bobot segar, bobot kering, pertambahan
panjang, dan pertambahan luas. Jika makhluk hidup megalami pertambahan
panjang, pertambahan luas, maka makhluk hidup dikatakan mengal ami
pertumbuhan. Pada perkembangan, misalnya pada tumbuhan mengal ami
pendewasaan organ-organ untuk melakukan fotosisntesis, untuk melakukan

reproduks (Fried & Hademenos, 2006).

20
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|. Biosintesis Klor ofil

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, 1992).

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,
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 2atom H bila dadlam suasana asam, sehingga
membentuk suatu persenyawaan yang disebut feofitin dan berwarna cokel at

(Dwidjoseputro, 1994).
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Tiga fungs utama klorofil dalam proses fotosintesis adalah memanfaatkan
energi matahari, memicu fiksass 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
radias 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 fotosintesis, sehingga klorofil

disebut juga sebagai pigmen pusat reaksi fotosintesis (Bahri, 2010).

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

sel. Kekurangan air akan menurunkan lgju fotosintesis (Banyo et al., 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.
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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).

Menurut Nio Song dan Lenak (2014) PEG mampu menurunkan kandungan
klorofil total dan klorofil a pada tanaman, dengan demikian kandungan klorofil
total dan klorofil adapat digunakan sebagal indikator cekaman kekeringan

pada tanaman.

J. Kandungan Protein

Protein tumbuhan sangat beragam. Protein dapat diperoleh dari daun dan biji-
bijian. Protein biji pada umumnya berkandungan lisina triptopan, metionina
dan treoninanya yang rendah (Jhon M.Deman, 1997). Protein merupakan
salah satu kelompok bahan makronutrien. Tidak seperti bahan makronutrien
seperti lemak dan karbohidrat, protein berperan lebih penting dalam
pembentukan biomolekul dari pada sumber energi. Namun demikian apabila
organisme sedang kekurangan energi, maka protein ini terpaksa dapat juga
dipakal sebagai sumber energi. Kandungan protein rata — rata 4

kilokal ori/gram (Sudarmadji,S. 1996).

Protein dapat terdenaturasi dengan adanya pemanasan (diatas 60-70°C),
perubahan pH yang drastis, logam berat, radiasi. Perubahan yang nampak
setelah protein terdenaturas yaitu terbentuknya endapan atau terjadinya

koagual an sehingga molekul protein tidak berfungsi lagi (Solomon,S.1987).
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Protein merupakan suatu polimer heterogen dari molekul-molekul asam amino
(Winarno, 1986). Protein yang terkandung dalam biji kedelai merupakan
protein globuler. Dalam protein globuler, rantai-rantai samping hidrofilik,
polar, berada di bagian luar dan rantai samping hidrofobik, non polar, tersusun
pada permukaan dalam (Fessenden dan Fessenden, 1999), sehingga protein

tersebut relatif mempunyal kelarutan yang tinggi di dalam air (Putranto, 1992).



[11. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan dari bulan November 2016 sampai Januari 2017 di
ruang In Vitro, Laboratorium Botani, Jurusan Biologi, Fakultas Marematika

dan [Imu 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 aat pemotong eksplan, kertas
filter, Erlenmeyer berukuran 50 ml, cawan petri, corong, botol kultur 250 ml
digunakan untuk tempat penanaman eksplan, gelas ukur bervolume 100 ml
dan 500 ml, kertas label, mikroskop, mikropipet, pipet tip, desikator,
spektrofotometer, tabung reaksi, rak tabung reaksi, mortar, timbangan

analitik, labu takar, tisu, waterrbatt untuk penangas air, dan kamera Nikon.
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2. Bahan-bahan

Bahan-bahan yang digunakan adalah benih kedelai Glycine max (L.) Merr.
kultivar pangrango, alkohol 70% untuk sterilisasi alat, akuades, Poly Ethylene
Glycol (PEG), larutan atonik, reagen biuret, albumin, bahan dasar Murashige
dan Skoog (M S) media yang digunakan untuk penanaman eksplan, Benzine
Amino Purine (BAP), sukrosa, Plant Preservative Mixture (PPM), Kalium
Hidroksida (KOH), Asam Chlorida (HCI), agar, larutan stok organik yaitu
sukrosa, vitamin, asam amino, detergen dan baycline (digunakan untuk

sterilisasi eksplan).

C. Rancangan Per cobaan

Penelitian dilaksanakan dengan menggunakan percobaan faktorial yang
disusun dalam Rancangan Acak Lengkap Faktorial, yang terdiri atas duafaktor
yaitu faktor A: larutan atonik yang terdiri dari 3 taraf perlakuan yaitu O ml/I
(a0), 1 ml/l (&) dan 2 ml/l (ag) dan faktor B: konsentrasi Poly Ethylene Glycol
(PEG) yang terdiri atas 3 taraf perlakuan yaitu 0% (by), 70% (b,), 80% (bs).
Masing-masing konsentrasi dilakukan 4 kali pengulangan dan setiap ulangan
terdiri dari 5 eksplan biji kedelai dalam setiap botol kultur. Notasi faktor taraf
kombinasi perlakuan disgjikan pada Tabel 1 dan tataletak percobaan disgjikan

pada Tabel 2.



Tabel 1. Notasi faktor taraf kombinasi perlakuan

Faktor A
=] (=2) a3
b1 ag by &b agh
b, a by by agby
bs aybs abs aghy

Keterangan :

a by : Larutan Atonik O ml/I, PEG 6000 0%
a by : Larutan Atonik O ml/I, PEG 6000 70%
ay bs: Larutan Atonik 0 mi/l, PEG 6000 80%
& b, : Larutan Atonik 1 mi/l, PEG 6000 0%
&b, : Larutan Atonik 1 ml/l, PEG 6000 70%
a bs: Larutan Atonik 1 ml/l, PEG 6000 80%
ag by : Larutan Atonik 2 ml/l, PEG 6000 0%
ag by : Larutan Atonik 2 ml/l, PEG 6000 70%
agbs : Larutan Atonik 2 ml/l, PEG 6000 80%

Tabel 2. Tataletak satuan percobaan

b, aghy ahy, aybs
abs abs agbs &by
agh aibs a aghy
aybs aby agbs b,
agh agbs ab, abs
ahy, b, aghy aghy
agbs apby aibs aby
a1bs by &by &by
agby b, aghy abs
Keterangan:

a1 - & : Konsentrasi Atonik

b: - bs : Konsentrasi PEG 6000
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D. Bagan Alir Pendlitian

Penelitian ini terdiri atas beberapatahap, yaitu : 1) Penentuan kisaran
konsentrasi |arutan atonik untuk perendaman planlet kedelai kultivar
pangrango sebelum penanaman dalam medium, 2) Penanaman planlet kedelai
kultivar pangrango ke dalam medium M S yang sudah ditambahkan PEG
sesuai konsentrasi, 3) Penentuan kisaran konsentrasi PEG toleran untuk seleksi
planlet kedela kultivar pangrango secara In Vitro, 4) analisis karakter ekspresi
yang spesifik pada planlet kedela kultivar pangrango resisten cekaman
kekeringan meliputi analisis kandungan klrofil a, klorofil b, dan klorofil total,
persentase jumlah planlet yang hidup, tinggi tanaman yang hidup, berat basah
tanaman, pamjamg akar tanaman, dan visualisas planlet. Pengamatan

dilakukan setiap hari selama 4 minggu.
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Tahap penelitian disgjikan dalam bentuk bagan alir seperti tercantum pada

Gambar 1.

[ Perlakuan ] [ Indikator } [ Luaran ]

1! U !
/Perendaman biji \ /Biji Glycine max \ /Biji Glycine max \

Glycine max (L.) (L.) Merill yang (L.) Merill

Merill dengan baik untuk berjumlah banyak
larutan Atonik pada || ditanam tidak )| untuk stok
berbagai . mengapung pengujian
konsentrasi (Bernas)

- AN N /

! I I
/ Penanaman biji \ /T erjadinya N /Terbentuknya \

kedelai Glycine max petumbuhan tunas, ketahanan pada

i lanlet Glycine max
(L.) Merill dalam daun, dan akar P _ :
medium sleks PEG | planletkedela )] (L) Merill hasi
6000 Glycine max (L.) seleksi PEG

Merill

N AN AN /

/Karakterisasi \ /I\/I unculnya karakter\ /Ter dapat sifat \

planlet: analisis spesifik planlet spesifik pada planlet
pertumbuhan, dan Glycine max (L.) Glycine max (L.)
kandungan )| Meili )| Merill melipu
klorofil. pertumbuhan dan

pertumbuhan dan
kandungan klorofil .

\_ AN AN /

Gambar 5. Bagan alir penelitian

kandungan klorofil.




29

E. Pelaksanaan Pendlitian

Pelaksanaan penelitian meliputi berapa langkah sebagai berikut :

1. Sterilisas Alat

Alat-alat gelas dan dissecting set (scalpel, mata scalpel, pinset) 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 hvs. Semua aat
tersebut di setrilisasi dalam autoklaf padatemperature 121°C, selama 30

menit.

2. Persiapan medium tanam

Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah Murashig dan Skoog

(MS) padat. Pembuatan medium tanam M S sebanyak 1 liter adalah dengan cara
memipet sgumlah 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 Atonik dilakukan

setelah larutan medium diangkat. Kemudian dituangkan ke dalam botol kultur
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sebanyak 20 ml/botol.Sterilisasi medium dengan menggunakan autokl af

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

3. Persiapan Medium Seleksi

Medium Murashige dan Skoog (MS) padat ditambah Poly Ethylene Glycol
(PEG) dengan konsentrasi 0%,70% , dan 80% (b/v). Sebelum digunakan, Poly
Ethylene Glycol (PEG) yang telah dilarutkan dengan akuades pada konsentrasi
tertentu disaring menggunakan syringe filter yang mempunyai diameter 0,45
pum sebanyak 2 kali dilanjutkan filter berdiameter 0,22 um satu kali.
Penyaringan dilakukan dalam ruang steril didalam LAF Cabinet. Selanjutnya
Poly Ethylene Glycol (PEG) ditambahkan ke dalam medium MS. Sebelum
digunakan, medium diinkubasikan selama 7 hari pada suhu kamar (25 °C)
untuk memastikan bahwa Poly Ethylene Glycol (PEG) telah tersaring dengan
baik. Apabiladaam waktu 7 hari tidak terjadi kontaminasi pada medium,

maka medium dapat digunakan.

4. Induksi planlet dengan larutan atonik

Larutan atonik dilarutkan terlebih dahulu 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 di dalam LAF Cabinet . kemudian

larutan atonik diencerkan dengan 3 konsentrasi yaitu O mi/l, 1 mi/l, 2 ml/I dan
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selanjutnya dilakukan perendaman biji kedelai kultivar pangrango selama 60

menit.

5. 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 duakali. Setelah itu dipindahkan ke dalam cawan petri
selanjutnya benih ditanam pada medium seleksi dangan penambahan ZPT
berupa Atonik. Penanaman biji kedelai dilakukan di dalam LAF Cabinet.
Setiap botol kultur ditanami 5 biji, sehinggatotal biji yang ditanam
sebanyak 180 dalam 36 botol kultur. Biji-biji kedelai tersebut di tumbuhkan
hingga menjadi planlet pada medium MS dengan penambahan senyawa
Poly Ethylene Glycol (PEG). Inkubasi kultur dilakukan pada ruangan

dengan penyinaran £ 1000 lux, 24 jam/hari dan suhu = 20 °C.

6. Pengamatan

Pengamatan dilakukan pada akhir minggu ke-4 dan dievaluasi untuk
mengetahui konsentrasi Poly Ethylene Glycol (PEG) yang toleran untuk
seleksi biji kedelai secarain vitro. Setelah 4 minggu inkubasi, planlet yang
masih hidup di dalam botol kemudian dikarakterisasi dengan parameter

sabagal berikut.
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a. Persentase Jumlah Planlet yang Hidup

Penghitungan persentase jumlah planlet hidup kedelai dengan

menggunakan rumus menurut Nurcahyani et al.,( 2014).

Jumlah planlet yang hidup X 100%

Jumlah seluruh planlet

b. Visualisas Planlet
Méliputi warna planlet setelah diseleksi Poly Ethylene Glycol (PEG)
dengan klasifikasi sebagai berikut: hijau, hijau dengan bagian tertentu
berwarna cokelat. Data visualisas planlet disgjikan dalam bentu
persentase, yang dihitung dengan rumus sebagai berikut.

Jumlah planlet berwarna hijau / hijau cokelat / cokelat x 100%

Jumlah seluruh planlet

(Nurcahyani et al., 2014)

c. Persentase Tinggi Tanaman yang Hidup
Menurut penelitian Suryanegara (2010) tinggi tanaman, diukur dari
pangkal batang sampai titik tumbuh tanaman (ujung batang) diamati
pada umur 2 minggu, 4 minggu, dan 6 minggu serta dinyatakan dalam

satuan centimeter (cm).
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d. Pengukuran Berat Basah Tanaman
Pengukuran berat basah tanaman dilakukan mulai dari minggu ke 1 (7
hari setelah tanam) sampai minggu ke 4 (28 hari setelah tanam)
(Sitompul dan Guritno, 1995). Seluruh bagian tanaman yang akan

diukur berat basahnya dicabut dan dibersihkan kemudian ditimbang.

e. Analiss Kandungan Klor ofil
Bahan untuk analisis klorofil menggunakan daun planlet kedelai yang
sudah di seleksi dengan Poly Ethylene Glycol (PEG), menggunakan
metode Harbourne (1987) dengan spektrofotometer. Daun planlet
kedelai yang seragam sebanyak 0,1 g dihilangkan ibu tulang daunnya,
kemudian digerus 100% dengan mortar (pestle) dan ditambahkan 10 mL
alkohol 85%. 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 (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 A663 mg/L
Klorofila =12,21 A663 — 2,81 A646 mg/L

Klorofil b =20,13 A646 — 5,03 A663 mg/L (Harbourne, 1987)



f. Pengukuran Panjang akar
Panjang akar rata-rata merupakan perhitungan panjang rata-rata seluruh
akar yang dihasilkan, dengan cara mengukur dari pangkal akar hingga

ujung akar (Sitompul dan Guritno, 1995).

g. AnalissData
Data yang diperoleh dari pertumbuhan planlet kedelai selama seleksi
dengan Poly Ethylene Glycol (PEG) berupa data kualitatif dan data
kuantitatif. Data kualitatif disajikan dalam bentuk deskriptif komparatif
dan di dukung foto. Data kuantitatif dari setiap parameter di uji
homogenitas kemudian dianalisis dengan menggunakan Analisis
Ragam padataraf nyata 5% dan apabila diperoleh hasil perbedaan nyata

maka dilanjutkan dengan uji BNT padataraf nyata 5%.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari hasil penelitian ini meliputi:

1. Konsentras larutan atonik yang toleran untuk seleks planlet kedelai
Glycine max (L.) Merr. kultivar Pangrango terhadap cekaman

kekeringan adalah 2 ml/I .

2. Konsentras toleran PEG 6000 yang mampu menyeleks planlet kedelai
Glycine max (L.) Merr. kultivar Pangrango yang resi sten terhadap

cekaman kekeringan secarain vitro adalah 70% dan 80% (b/v)

3. Terdapat kombinas antaralarutan atonik dan PEG 6000 terhadap
interaksi kandungan klorofil a, b total, berat basah, panjang planlet,

dan panjang akar.

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

kandungan protein, indeks stomata, sifat agronomis dan molekuler.
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