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ABSTRAK

STUDI IN VIVO: KARAKTERISASI TANAMAN VANILI
(Vanilla planifolia Andrews) DALAM KEADAAN
CEKAMAN KEKERINGAN MENGGUNAKAN

PEG 6000

Oleh:

Intan Okta Nabilla

Vanili (Vanilla planifolia Andrews) merupakan tanaman yang masuk dalam
Familia Orchidaceae yang memiliki nilai ekonomi tinggi. Tanaman vanili sangat
sensitif terhadap kekeringan. Budidaya tanaman vanili di Indonesia mengalami
hambatan berupa kekeringan yang berkepanjangan. Cekaman kekeringan
merupakan faktor utama penyebab kematian dalam budidaya vanili. Salah satu
pendekatan yang paling popular untuk induksi cekaman kekeringan adalah dengan
menggunakan zat osmotik dengan berat molekul yang tinggi seperti Polyethylene
glycol (PEG). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui Mengetahui konsentrasi
PEG 6000 yang toleran terhadap pertumbuhan tanaman vanili yang resisten
terhadap cekaman kekeringan dan menganalisis karakter ekspresi spesifik tanaman
vanili yang mengalami cekaman kekeringan. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan
Agustus — Desember 2022 di ruang kultur in vitro Laboratorium Botani, Jurusan
Biologi, Fakultas MIPA Universitas Lampung dan di Desa Srimenganten, Kec.
Pulau Panggung, Kab. Tanggamus. Rancangan Penelitian pada penelitian ini yaitu
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan konsentrasi PEG 6000 yang terdiri atas
empat taraf perlakuan yaitu 0% (Al), 10% (A2), 20% (A3), 30% (A4) dan 40%
(A5). Analisis data dilakukan dengan one way ANOVA dengan taraf signifikasi o
= 5% dan dilanjutkan dengan uji Tukey pada taraf signifikasi a =5%. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi PEG 6000 yang toleran terhadap
cekaman kekeringan adalah 40%. Semakin meningkat konsentrasi PEG 6000 maka
indeks toleransi cekaman dan kandungan klorofil a, b dan total tanaman vanili
mengalami penurunan, sedangkan indeks stomata, kandungan karbohidrat terlarut
total dan kandungan gula reduksi meningkat.

Kata Kunci: Vanilla planifolia Andrews., Cekaman Kekeringan, PEG 6000



ABSTRACT

IN VIVO STUDY: CHARACTERIZATION OF VANILLA
(Vanilla planifolia Andrews) IN CONDITION
DROUGHT SUPPORT USING PEG 6000

Oleh:

Intan Okta Nabilla

Vanilla (Vanilla planifolia Andrews) is a plant that belongs to the Orchidaceae
family which has high economic value. Vanilla plants are very sensitive to drought.
Cultivation of vanilla plants in Indonesia faces obstacles in the form of prolonged
drought. Drought stress is the main factor causing mortality in vanilla cultivation.
One of the most popular approaches for drought stress induction is to use high
molecular weight osmotic agents such as polyethylene glycol (PEG). This study
aims to determine the concentration of PEG 6000 that is tolerant to the growth of
vanilla plants which are resistant to drought stress and to analyze the specific
expression characters of vanilla plants which experience drought stress. This
research was carried out in August - December 2022 at the Botanical Laboratory,
Department of Biology, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, University
of Lampung and in Srimenganten Village, sub district of Pulau Panggung,
Tanggamus regency. The research design in this study was a completely
randomized design (CRD) with PEG 6000 concentration consisting of four
treatment levels, namely 0% (A1), 10% (A2), 20% (A3), 30% (A4) and 40% (Ab).
Data analysis was performed using one-way pattern ANOVA with a significance
level of a = 5% and continued with the Tukey test at a significance level of a = 5%.
The results showed that the concentration of PEG 6000 which was tolerant to
drought stress was 40%. As the PEG 6000 concentration increased, the stress
tolerance index and chlorophyll a, b and total vanilla content decreased, while the
stomatal index, total dissolved carbohydrate content and reducing sugar content
increased.

Kata Kunci: Vanilla planifolia Andrews., Drought Strees, PEG 6000
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MOTTO

“Sesungguhnya bersama kesulitan itu ada kemudahan.”

(QS.Al-Insyirah: 6)

“Barang siapa memberi kemudahan kepada orang yang kesulitan maka
Allah memberi kemudahan padanya di dunia dan akhirat. Barang siapa
merintis jalan mencari ilmu makaAllah akan memudahkan baginya jalan

ke surga.”

(HR. Muslim)

“Dan janganlah kamu berputus asa dari rahmat ALLAH.
Sesungguhnya tiadaberputus dari rahmat ALLAH melainkan

orang-orang yang kufur’

(QS. Yusuf : 87)

“Jangan takut membuat sebuah kesalahan. Tapi pastikan anda
tidak melakukankesalahan yang sama untuk kedua kali”
(Akio Morita)

"Struggle that you do today is the single way to build a better future."
(Intan Okta Nabilla)
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I. PENDAHULUAN

Latar Belakang

Vanili (Vanilla planifolia Andrews) merupakan tanaman yang masuk dalam
Familia Orchidaceae. Tanaman vanili di Indonesia banyak dibudidayakan
oleh masyarakat melalui perkebunan rakyat. Pada tahun 2020, luas areal
penanaman tanaman vanili mencapai 19.920 ha dengan produksi mencapai
1.421 ton. Lampung merupakan provinsi penghasil vanili terbesar di Pulau
Sumatera dengan luas penanaman mencapai 479 ha dengan produksi
mencapai 63 ton pada tahun 2014 (BPS, 2020). Tanaman vanili di Indonesia
digemari oleh banyak konsumen, baik di dalam negeri maupun dari luar
negeri. Hal ini disebabkan karena kualitas vanili Indonesia yang lebih
unggul dibandingkan vanili Mexico, Amerika Serikat, Madagaskar yang
juga terkenal sebagai penghasil vanili yang cukup berkualitas (Lawani,
2013).

Vanili adalah tanaman yang buahnya dapat menghasilkan bubuk vanili yang
digunakan sebagai pengharum makanan (Srikanth et al., 2013). Batang
vanili dapat digunakan sebagai obat kembung, muntah-muntah, buang air
besar serta muntah darah. Kandungan kimia yang terkandung di dalam
batang, daun dan buahnya adalah fenol, saponin dan polifenol. Efek
farmakologis yaitu antipiretik (Setyaningsih dkk., 2017). Selain itu, Vanili
merupakan tanaman yang memiliki kandungan vanilin, sehingga biasa
dimanfaatkan sebagai bahan campuran dalam kosmetik, makanan,
minuman, dan aromaterapi. vanili juga dapat dijadikan sebagai terapi aroma

apabila dikombinasikan dengan madu yang dapat menambah nafsu makan,



meningkatkan daya tahan dan stamina tubuh serta memperlancar peredaran
darah (Lestari dan Wijayani, 2022).

Tanaman vanili merupakan salah satu tanaman rempah yang bernilai
ekonomi cukup tinggi dan berorientasi ekspor. Kebutuhan dunia akan vanili
sangat tinggi seiring dengan berkembangnya industri berbasis vanili sebagai
komoditas ekspor yang cukup berperan dalam mendatangkan devisa bagi
negara, maupun sebagai sumber pendapatan petani sehingga perlu mendapat
perhatian dalam pengembangannya ataupun budidayanya (Nurcahyani,
2022). Perbanyakan vanili akan berhasil dengan baik bila didukung oleh
teknologi yang baik pula. Teknologi yang mendukung pengembangan vanili
telah banyak dihasilkan namun belum sepenuhnya diadopsi oleh petani di
dalam pengusahaan tanaman ini (Abidin, 2019).

Tanaman vanili sangat sensitif terhadap kekeringan. Budidaya tanaman
vanili di Indonesia mengalami hambatan berupa kekeringan yang
berkepanjangan (Daryanti dan Haryuni, 2017). Jika kekeringan yang terjadi
secara terus menerus dan tidak diiringi dengan air maka dapat
mengakibatkan kematian pada tanaman vanili yang disebabkan oleh pangkal
batang yang terputus akibat rusaknya akar (Tombe, 2010). Provinsi
Lampung memiliki pola hujan musiman, musim kering dan musim hujan.
Curah hujan yang terjadi di Lampung sejak tahun 1990-an cenderung
mengalami penurunan sehingga tidak dapat memenuhi kebutuhan air untuk
pertanian (Manik dkk., 2014).

Cekaman kekeringan merupakan faktor utama penyebab kematian dalam
budidaya vanili. Kekeringan pada tanaman vanili dapat disebabkan karena
kelembapan yang rendah dan ketersediaan air yang kurang (Sinaga, 2015).
Kondisi kekurangan air akan memicu stres biologis yang dapat mengganggu
proses fisiologis dan aktivitas fungsional pada organisme. Kekurangan air
dapat mengurangi potensi air dan turgor sel tanaman, sehingga

meningkatkan konsentrasi zat terlarut dalam matriks sitosol dan



ekstraseluler. Akibatnya, sel pembesaran menurun menyebabkan
penghambatan pertumbuhan dan kegagalan reproduksi. Diikuti akumulasi
asam absisat (ABA) dan osmolit yang kompatibel seperti prolin, yang
menyebabkan layu (Matondang dan Nurhayati, 2022). Perubahan yang
terjadi seperti pengurangan volume sel, penurunan luas daun, penebalan
daun, adanya rambut pada daun, perubahan ekspresi gen, perubahan
metabolisme karbon dan nitrogen, perubahan aktivitas enzim dan hormon,
peningkatan sensitivitas stomata dan penurunan laju fotosintesis (Ai dan
Banyo, 2011).

Penggunaan varietas unggul yang tahan terhadap cekaman kekeringan
merupakan salah satu alternatif yang dapat digunakan untuk mengatasi
kondisi iklim yang selalu mengalami perubahan. Salah satu pendekatan
yang paling popular untuk induksi cekaman kekeringan adalah dengan
menggunakan zat osmotik dengan berat molekul yang tinggi seperti
Polyethylene glycol (PEG) (Turkan et al., 2015). Penelitian yang dilakukan
didapatkan hasil bahwa tanaman yang resisten terhadap cekaman kekeringan
seperti pada nilam (Djazuli, 2010), padi gogo (Lubis dan Widanarko, 2017),
kacang tanah (Yudiwanti dkk., 2018) dan jagung (Badami dan Amzeri,
2010).

Ashari dkk., (2018) melakukan penelitian dengan menggunakan PEG 6000
sebagai senyawa selektif untuk mendapatkan tanaman yang tahan terhadap
kekeringan pada jeruk keprok batu 55. Verslues et al., (2016) penelitian
dengan menggunakan PEG dengan bobot molekul > 6000 untuk mengetahui
pengaruh cekaman air terhadap pertumbuhan padi. Hasil penelitian tersebut
menunjukkan bahwa penggunaan PEG 6000 dengan konsentrasi 25 % dapat
mengetahui varietas padi yang toleran terhadap kekeringan (Afa dkk.,
2013). PEG 6000 juga digunakan untuk menginduksi cekaman kekeringan
pada planlet buncis (Phaseolus vulgaris L.) dan planlet kacang panjang
(Vigna unguiculata L.) (Nurcahyani dkk., 2019).



Menurut Verslues et al. (2016), PEG merupakan bahan yang terbaik untuk
mengontrol potensial air dan tidak dapat diserap tanaman. Rahayu dkk.
(2004) mengemukakan bahwa 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 menstimulasi besarnya potensial air tanah (Badami dan Amzeri,
2010). PEG 6000 banyak dimanfaatkan sebagai komponen seleksi pada
berbagai macam jenis tanaman yang dapat menurunkan pertumbuhan
tanaman dan menghasilkan genotip—genotip baru yang tahan terhadap
kondisi cekaman kekeringan (Faisal et al., 2019).

Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah:

1. Menentukan konsentrasi PEG 6000 yang toleran terhadap pertumbuhan
tanaman vanili yang resisten terhadap cekaman kekeringan.

2. Menganalisis karakter ekspresi tanaman vanili yang mengalami cekaman

kekeringan.

Kerangka Pemikiran

Vanili merupakan tanaman yang masuk dalam familia Orchidaceae yang
banyak dibudidayakan oleh masyarakat melalui perkebunan rakyat.
Tanaman vanili merupakan salah satu tanaman rempah yang bernilai

ekonomi cukup tinggi dan berorientasi ekspor.

Pertumbuhan vanili dipengaruhi oleh lingkungan sekitar seperti ketersediaan
air, curah hujan dan suhu. Tanaman vanili memerlukan tingkat kelembapan
yang tepat agar dapat tumbuh dengan baik. Ketersediaan air yang rendah
menyebabkan suplai air di daerah perakaran semakin berkurang sehingga
menghambat proses penyerapan air oleh akar tanaman akibat potensial air

dalam tumbuhan. Defisit air mempengaruhi pertumbuhan vegetatif tanaman.



Proses ini pada sel tanaman ditentukan oleh tegangan turgor. Hilangnya
turgiditas dapat menghentikan pertumbuhan sel (penggandaan dan
pembesaran) akibatnya pertumbuhan tanaman terhambat sehingga perlu
dilakukan penelitian untuk memperoleh tanaman vanili yang tahan terhadap
kekeringan. Salah satu alternatif yang dilakukan untuk menyeleksi tanaman
vanili yaitu menggunakan PEG 6000 untuk mendapatkan tanaman yang
toleran terhadap cekaman kekeringan. Tanaman vanili yang dapat tumbuh
setelah diinduksi larutan PEG 6000 dalam berbagai konsentrasi diduga
mampu bertahan dalam kondisi kekeringan.

Hipotesis

Hipotesis pada penelitian ini adalah:

1. Terdapat konsentrasi PEG 6000 yang toleran untuk pertumbuhan
tanaman vanili yang resisten terhadap cekaman kekeringan.

2. Karakter ekspresi muncul pada tanaman vanili yang mengalami cekaman

kekeringan.



1. TINJAUAN PUSTAKA

Klasifikasi Tanaman Vanili (Vanilla planifolia Andrews)
Klasifikasi tanaman vanili menurut Cronquist (1981) sebagai berikut.

Kingdom : Plantae

Divisio : Magnoliophyta

Classis : Liliopsida

Ordo : Aspragales

Familia : Orchidaceae

Genus : Vanilla

Species : Vanilla planifolia Andrews

Morfologi Tanaman Vanili (Vanilla planifolia Andrews)

Tanaman panili termasuk dalam kelas monokotil yang akar utamanya
berada pada dasar batang, bercabang, dan tersebar pada lapisan tanah yang
menyebabkan sistem perakarannya dangkal. Akar vanili terdiridari akar
perekat, akar gantung dan akar tanah (Nurcahyani, 2022). Akar yang keluar
dari buku jumlahnya 1-3 dan letaknya berlawanan dengan arah tumbuh
daun. Selain untuk melekatkan diri, akar juga berfungsi untuk memanjatnya

tanaman (Hidayat dan Hariyadi, 2015).

Batangnya berbuku-buku, berkelok-kelok dan mudah patah, percabangan
hampir tidak ada, bila ada hanya 1-2 cabang saja. Batang vanili berbentuk
silindris dengan permukaan licin dan diameter 1 — 2 cm. Batang vanili

memiliki warna hijau, mempunyai ruas dan buku, tidak dapat menegakkan



batangnya sendiri dan memerlukan tonggak atau pohon untuk tempat
melekat (Darmawan, 2015). Percabangan dapat terjadi apabila pucuk batang
dipotong, dilengkungkan ke bawah atau ke atas maupun tanaman terluka.
Tanaman yang telah berumur 2-2,5 tahun dan dipotong atau patah pada
pucuknya akan mengeluarkan cabang-cabang calon bunga. Cabang ini

sering disebut sulur produksi (Hadisutrisno, 2012).

Tanaman vanili memiliki daun dengan pertulangan yang sejajar yang
berbentuk jorong dan memanjang dengan serta ujung daun meruncing,
pangkal daun membulat dan tepi daun rata serta letaknya berselang-seling
(Nurcahyani, 2022). Sistem pertulangan daun vanili terlihat ketika tanaman
vanili sudah tua atau mengering, sedangkan pada waktu daun masih muda
tulang daun tidak jelas terlihat. Daun vanili merupakan daun sukulen yang
memiliki warna hijau terang. Serta merupakan daun tunggal dengan letak

berselang-seling di masing-masing ruasnya. (Hidayat dan Hariyadi, 2015).

Bunga vanili tidak mampu melakukan penyerbukan sendiri dikarenakan
kepala putik tertutup oleh lamela bunga secara keseluruhan, sehingga harus
dibantu penyerbukannya (Nurcahyani, 2022). Bunga vanili berwarna hijau
kekuningan dengan diameter 10 cm. Bunga vanili keluar dari ketiak daun,
bunga bersifat hermaprodit, tangkai bunga sangat pendek. Bunga memiliki
tiga kelopak yang bentuknya hampir sama. Kelopak atas disebut dorsalin
dan kedua kelopak lainnya disebut kelopak lateralis. Selain kelopak, ada tiga
mahkota saat bunga masih kuncup, mahkota terbungkus oleh kelopak. Dua
helai mahkota mempunyai bentuk yang sama, sedangkan bentuk lainnya
berbeda yang bermodifikasi menjadi bentuk terompet. Bunga vanili

mempunyai putik yang bersatu dengan benang sari (Mochtar, 2012).

Buah vanili berbentuk polong yang dikenal dengan beam, dengan panjang
antara 12 — 25 cm dengan tebal 12 — 14 mm, buah yang kering beraroma
karena kandungan vanillin didalamnya (Nurcahyani, 2022). Bunga vanili

memiliki putik yang berisi cairan perekat, sehingga bila tepung sari



diletakkan akan segera menempel dan terjadi pembuahan. Buah vanili jika
dibiarkan masak dipohon maka buah akan pecah menjadi dua bagian dan
menghasilkan aroma vanili (Erona, 2016).

Syarat Tumbuh Vanili (Vanilla planifolia Andrews)

Tanaman vanili dapat tumbuh dengan baik pada daerah tropis dengan tipe
iklim panas dan lembab dengan suhu udara berkisar 20 °C-38 °C, curah
hujan antara 1000-2000 mm/tahun (Nurcahyani, 2022). Tanaman vanili
dapat tumbuh pada berbagali jenis tanah asalkan tanah tersebut memiliki
sifat fisik yang baik seperti mempunyai drainase yang baik, bertekstur
ringan dan kaya bahan organik. Tanah dengan bahan organik yang tinggi
sangat baik untuk tanaman vanili karena sifat perakarannya yang dangkal
dan peka terhadap kemarau panjang. Bahan organik penting untuk
meningkatkan daya menahan air dan memperbaiki sifat fisik tanah. pH
tanah yang cocok untuk tanaman vanili yaitu pH netral (pH 6,5-7,0)
(Nurholis, 2017).

Vanili dapat tumbuh dan berproduksi mulai dari daerah dengan ketinggian
0-1200 m dpl. Untuk tujuan komersial, tanaman vanili sebaiknya
diusahakan pada ketinggian 0 — 600 m dpl. Tanaman vanili merupakan
tanaman yang peka terhadap sinar matahari secara langsung, oleh karena itu
diperlukan pohon naungan. Pohon naungan yang dipakai sebaiknya
pertumbuhannya cepat dan rimbun, mempunyai perakaran yang dalam
sehingga tidak bersaing dengan vanili dan yang paling penting yaitu pohon
yang daunnya tidak gugur pada musim kemarau. Cahaya yang terlalu
banyak akan menyebabkan daun tanaman berwarna kuning dan lemah.
Sebaliknya keadaan yang terlalu teduh akan mengakibatkan tanaman mudah

terserang patogen (Hadisutrisno, 2012).

Intensitas radiasi matahari yang dibutuhkan oleh tanaman panili antara 30-
50% (Nurcahyani, 2022). Cahaya sangat diperlukan untuk pertumbuhan dan

produksi tanaman. Pada tanaman vanili,cahaya menentukan proses



pembungaan dan pembentukan buah. Kebutuhan cahaya pada tanaman
vanili berbeda pada setiap fase pertumbuhan. Pada fase vegetatif, diperlukan
cahaya yang lebih rendah dibandingkan fase produktif. Tanaman panili tidak
dapat tumbuh optimal bila tingkat naungan terlalu tinggi atau bila cahaya
kurang. Sebaliknya, jika tingkat naungan terlalu rendah dapat mendorong

berkembangnya penyakit busuk pangkal batang (Nurholis, 2017).

Kondisi lingkungan (lahan dan iklim) sangat menentukan dalam
pengembangan tanaman vanili. Iklim meliputi bulan kering,curah hujan dan
intensitas cahaya. Supaya dapat tumbuh dan menghasilkan pertumbuhan
yang baik, vanili memerlukan iklim 3-5 bulan kering dan 7-9 bulan basah.
Sedangkan jumlah curah hujan yang baik, untuk pertumbuhan tanaman
vanili berkisar 1500- 2000 mm/tahun. Kelembaban udara yang diperlukan
untuk pertumbuhan tanaman vanili yaitu 65 — 75 %. Bulan kering
diperlukan untuk mendorong pembungaan. Vanili yang ditanam pada lahan
yang tidak memiliki bulan kering sulit berbunga. Curah hujan yang tinggi
menyebabkan lingkungan menjadi lembab dan dapat mengakibatkan
tanaman mudah tertular penyakit busuk batang vanili. Dilain pihak, curah
hujan yang sangat rendah menyebabkan tanah kekurangan air dan

menghambat pertumbuhan tanaman (Rosman dan Rusli, 2014).

Cekaman Kekeringan

Cekaman kekeringan merupakan istilah untuk menyatakan bahwa tanaman
mengalami kekurangan air akibat keterbatasan air dari lingkungannya yaitu
media tanam (Mathius dkk., 2011). Defisit air langsung memengaruhi
pertumbuhan vegetatif tanaman. Proses ini pada sel tanaman ditentukan oleh
tegangan turgor. Hilangnya turgiditas dapat menghentikan pertumbuhan sel
(penggandaan dan pembesaran) akibatnya pertumbuhan tanaman terhambat
(Jumin, 2016).

Menurut Levit (2014) dan Bray (2017) mengemukakan bahwa cekaman

kekeringan pada tanaman dapat disebabkan oleh kurangnya suplai air di
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daerah perakaran dan permintaan air yang berlebihan oleh daun akibat laju
evapotransporasi melebihi laju absorpsi air. Ketersediaan air yang rendah
menyebabkan suplasi air di daerah perakaran semakin berkurang sehingga
menghambat proses penyerapan air oleh akar tanaman akibat potensial air
dalam tumbuhan. Parameter yang terlihat pada kondisi kekeringan yaitu
pada fase pertembumbuhan vegetatifnya yang berupa ukuran daun yang
kecil, berkurangnya diameter batang dan berkurangnya bobot tanaman
(Jamaludin dan Ranchiano, 2021).

Polyethylene Glykol (PEG)

Senyawa PEG merupakan polimer yang dapat memodifikasi potensial
osmotik suatu larutan nutrisi kultur dan menyebabkan kekurangan air pada
tanaman. PEG dengan bobot molekul lebih dari 4000 dapat menginduksi
stress air pada tanaman dengan mengurangi potensial air pada larutan nutrisi
tanpa menyebabkan keracunan (Erni dkk., 2013). Menurut Rahayu dkk
(2005). Senyawa 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.

Struktur kimia dari molekul PEG sebagai berikut.
H H

HO——C— (CH,—O—CH,) —C——0OH

I

H H
Gambar 1. Struktur Kimia PEG

(Sumber: Graham, 1992)

Senyawa PEG dengan berat molekul 6000 dipilih karena senyawa ini
mampu bekerja lebih baik pada tanaman daripada PEG dengan berat
molekul yang lebih rendah (Michel and Kaufman, 2013). Interaksi PEG dan

air terjadi melalui ikatan hidrogen antara molekul air dengan kelompok eter
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dari polimer. Senyawa 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 (Rahayu dkk., 2005).

Ukuran molekul dan konsentrasi PEG dalam larutan menentukan besarnya

potensial osmotik larutan yang terjadi. Sebagai agen penyeleksi PEG 6000

dilaporkan lebih unggul dibandingkan dengan monitol, sorbitol atau garam
karena tidak bersifat toksik terhadap tanaman, tidak dapat diserap oleh akar
dan secara homogen dapat menurunkan potensial osmotik larutan (Rahayu,
2005), tidak larut dalam air yang memiliki suhu tinggi dan dapat digunakan
sebagai agen penyeleksi sifat ketahanan gen terutama gen toleran terhadap

kekeringan (Haris, 2017).

Biosintesis Klorofil

Pada tumbuhan tingkat tinggi, klorofil a dan klorofil b merupakan pigmen
utama fotosintetik yang berperan menyerap cahaya violet, biru, merah dan
memantulkan cahaya hijau. Molekul klorofil adalah suatu derivat porfirin
yang mempunyai struktur tetrapirol siklis dengan satu cincin pirol yang
sebagian tereduksi. Inti tetrapirol mengandung atom Mg non-ionik yang

diikat oleh dua ikatan kovalen, dan memiliki rantai samping (Riyono, 2017).

Sintesis klorofil terjadi melalui fotoreduksi protoklorofilid menjadi
klorofilid a dan diikuti dengan esterifikasi fitol untuk membentuk klorofil a
yang dikatalisis enzim klorofilase. Perubahan protoklorofilid menjadi
Klorofilid a pada tumbuhan angiospermae mutlak membutuhkan cahaya.
Selanjutnya klorofil jenis yang lain disintesis dari klorofil a (Pandey dan
Sinha, 1979)

Kandungan klorofil pada daun akan mempengaruhi reaksi fotosintesis.
Kadar klorofil yang sedikit tentu tidak akan menjadikan reaksi fotosintesis

maksimal. Ketika reaksi fotosintesis tidak maksimal, senyawa karbohidrat
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yang dihasilkan juga tidak bisa maksimal. Pada tumbuhan karbohidrat
terdapat sebagai selulosa, yaitu senyawa yang membentuk dinding sel
tumbuhan. Serat kapas dapat dikatakan seluruhnya terdiri atas selulosa
Riyono (2017).

Klorofil a berperan sentral untuk menyerap dan menyalurkan energi cahaya
ke pusat reaksi untuk mengeksitasi elektron. Klorofil b merupakan bentuk
khusus dari klorofil a. Pembentukan klorofil b membutuhkan O dan
NADPH: dengan bantuan enzim chlorophyll a oxygenasie (CAO). Pigmen
Klorfil menyusun sekitar 4% bobot kering kloroplas dan klorofil b berjumlah
1/3 dari klorifl a. Klorofil b berfungsi sebagai pigmen antena. Cahaya
ditangkap oleh klorofil b yang bergabung dalam kompleks pemanen cahaya
(LHC) kemudian ditranfer ke klorofil a dan pigmen antena lain yang
berdekatan dengan pusat reaksi (Salisbury dan Ross, 1995)

Dua jenis klorofil yang terdapat sebagai butir-butir hijau dalam kloroplas
masing-masing berwarna hijau tua untuk klorofil a dengan rumus Kimia
CssH7205N4Mg dan berwarna hijau muda untuk klorofil b dengan rumus
molekul CssH700sNsMg (Dwidjoseputro, 1981). Molekul klorofil terdiri
dari dua bagian yaitu kepala porfirin dan rantai hidrokarbon yang panjang,
atau ekor fitol. Porfirin adalah tetrapirol siklik, yang terdiri dari empat
nitrogen yang mengikat cincin pirol yang dihubungkan dengan empat rantai
metana disebut porfin (Roziaty, 2009). Perbedaan antara struktur kedua
klorofil dapat dilihat pada klorofil b yang mempunyai gugus aldehid sebagai
pengganti gugus methyl pada klorofil a yang terikat pada cincin Il (Roziaty,
2009).

Stomata
Stomata berasal dari bahasa Yunani yaitu stoma yang berarti lubang atau
porus, jadi stomata adalah lubang-lubang kecil berbentuk lonjong yang

dikelilingi oleh dua sel epidermis khusus yang disebut sel penutup
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(Kartosapoetra, 1991). Stomata merupakan modifikasi dari sel epidermis
daun berupa sepasang sel penjaga yang bisa menimbulkan celah sehingga
uap air dan gas dapat dipertukarkan antara bagian dalam dari stomata
dengan lingkungan (Oktarin dkk., 2017).

Stoma (jamak: stomata) adalah lubang atau celah yang terdapat pada
epidermis organ tumbuhan yang berwarna hijau yang dibatasi oleh sel
khusus yang disebut sel penutup. Sel penutup dikelilingi oleh sel-sel yang
bentuknya sama atau berbeda dengan sel-sel epidermis lainnya dan disebut
sel tetangga. Sel tetangga berperan dalam perubahan osmotik yang
menyebabkan gerakan sel penutup yang mengatur lebar celah (Papuangan
dkk., 2014).

Stomata menyediakan jalur langsung antara daun dengan atmosfer yang
memfasilitasi pertukaran gas (CO. dan O) serta H>O. Kerapatan stomata
dipengaruhi oleh tekanan air pada daun dan dipengaruhi oleh intensitas
cahaya. Tekanan air mempengaruhi ukuran epidermis dan intensitas cahaya
mempengaruhi kepadatan stomata dan indeks stomata (Royer, 2014).
Stomata pada tumbuhan berperan penting dalam pengaturan pertukaran gas
antara daun dan atmosfer. Pembukaan stomata memungkinkan masuknya
CO2 untuk fotosintesis dan transpirasi untuk meningkatkan serapan hara di
akar. Stomata akan terbuka sebagai respon terhadap beberapa rangsangan
lingkungan seperti cahaya biru, cahaya merah, CO2 rendah dan toksin jamur
fusicoccin (FC) (Ridwan dkk., 2022).

Jumlah stomata bervariasi diantara jenis-jenis tumbuhan. Keadaan
lingkungan juga memengaruhi kerapatan stomata. Daun yang tumbuh pada
lingkungan kering dan di bawah cahaya dengan intensitas tinggi cenderung
mempunyai stomata banyak dan kecil dibandingkan dengan yang hidup
pada lingkungan basah dan terlindung. Daun dengan sistem pertulangan
menjalar stomata menyebar tidak teratur sedangkan pada daun dengan

sistem pertulangan sejajar seperti pada Gramineae, stomata tersusun dalam
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barisan yang sejajar. Stomata biasanya ditemukan pada bagian tumbuhan
yang berhubungan dengan udara terutama di daun. Stomata tidak ditemukan
di akar dan seluruh permukaan beberapa tumbuhan parasit yang tanpa
klorofil. Stomata dapat juga ditemukan pada daun mahkota, tangkai sari,
daun buah dan biji tetapi biasanya stomata tersebut tidak berfungsi (Mustika
dkk., 2017).

Karbohidrat

Karbohidrat merupakan senyawa karbon, hydrogen dan oksigen yang
terdapat dalam alam. Karbohidrat mempunyai rumus empiris CH-O.
Karbohidrat sebenarnya adalah polisakarida aldehid dan keton atau turunan
mereka. Nama lain karbohidrat adalah sakarida (berasal dari bahasa latin
saccharum yang artinya adalah gula). Nama karbohidrat berasal dari
kenyataan bahwa kebanyakan senyawa dari golongan ini mempunyai rumus
empiris yang menunjukkan bahwa senyawa tersebut adalah karbon “hidrat”
dan memiliki nisbah 1:2:1 untuk C, H dan O. Perbandingan jumlah atom H
dan O adalah 2:1 seperti pada molekul air (Fitri dkk., 2020).

Karbohidrat merupakan sumber energi utama bagi tubuh manusia, yang
menyediakan 4 kalori energi pangan per gram. Karbohidrat juga mempunyai
peranan penting dalam menentukan karakteristik bahan makanan, misalnya
rasa, warna, tekstur, dan lain-lain. Sedangkan dalam tubuh, karohidrat
berguna untuk mencegah tumbuhnya ketosis, pemecahan tubuh protein yang
berlebihan, kehilangan mineral, dan berguna untuk membantu metabolism
lemak dan protein (Fitri dkk., 2020). Kebanyakan karbohidrat yang
dikonsumsi adalah tepung atau amilum atau pati yang ada dalam gandum,
jagung, beras, kentang, dan padi-padian lainnya. Kerbohidrat juga menjadi
komponen struktur penting pada makhluk hidup dalam bentuk serat (fiber),

seperti seluloasa, pectin, serta lignin (Endahwati, 2016).

Klasifikasi karbohidrat terdiri dari monosakarida, disakarida dan

polisakarida (Fessenden, 1982). Monosakarida adalah karbohidrat yang
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sederhana, dalam arti molekulnya hanya terdiri atas beberapa ato karbon
saja dan tidak dapat diuraikan dengan cara hidrolisis dalam kondisi lunak
menjadi karbo lain. Monosakarida tidak berwarna, bentuk kristalnya larut
dalam air tetapi tidak larut dalam pelarut nonpolar. Monosakrida
digolongkan menurut jumlah karbon yang ada dan gugus fungsi karbonilnya
yaitu aldehid (aldosa) dan keton (ketosa). Glukosa, galaktosa, dan
deoksiribosa semuanya adalah aldosa. Monosakarida seperti fruktosa adalah
ketosa (Fitri dkk., 2020)

Sumber utama karbohidrat di dalam makanan berasal dari tumbuh-
tumbuhan dan hanya sedikit saja yang termasuk bahan makanan hewani. Di
dalam tumbuhan karbohidrat mempunyai dua fungsi utama yakni sebagai
simpanan energi dan sebagai penguat struktur tumbuhan tersebut. Sumber
karbohidrat pada tumbuhan ini dapat mencapai 90% (Sediaoetama, 2014).
Karbohidrat terbentuk dalam tumbuh-tumbuhan sebagai hasil reaksi dari
karbondioksida (CO) dengan air (H20) dengan bantuan sinar matahari
melalui proses fotosintesis dalam tanaman yang berklorofil (bagian daun).
Karbohidrat yang dihasilkan adalah karbohidrat sederhana glukosa. Foto
(sinar) dan tesis (pembentukan). Energi yang terbentuk melalui proses
fotosintesis tersebut disimpan dalam berbagai organ tanaman diantaranya
dalam daun, batang, akar, biji dan buah-buahan tanaman. Selanjutnya organ-
organ tersebut dimanfaatkan oleh manusia sebagai bahan makanan. Energi
akan dilepaskan melalui proses oksidasi makanan di dalam tubuh
(Kartasapoetra, 2012).

Gula Reduksi

Gula pereduksi merupakan golongan gula karbohidrat yang dapat mereduksi
senyawa — senyawa penerima elektron, contohnya adalah glukosa dan
fruktosa. Gula reduksi adalah gula yang yang mempunyai kemampuan
untuk mereduksi. Gula reduksi adalah gula yang memiliki gugus aldehid
(aldosa) atau keton (ketosa) bebas. Aldosa mudah teroksidasi menjadi asam

aldonat, sedangkan ketosa hanya dapat bereaksi dalam suasana basa. Secara
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umum, reaksi tersebut digunakan dalam penentuan gula secara kuantitatif.
Penggunaan larutan Fehling merupakan metode pertama dalam penentuan
gula secara kuantitatif. Larutan fehling merupakan larutan alkalin yang
mengandung tembaga (I1) yang mengoksidasi aldosa menjadi aldonat dan
dalam prosesnya akan tereduksi menjadi tembaga (1), yaitu Cu.O yang
berwarna merah bata dan mengendap. Maltosa dan laktosa adalah contoh
gula reduksi. Sifat gula pereduksi ini disebabkan adanya gugus aldehida dan
gugus keton yang bebas, sehingga dapat mereduksi ion-ion logam (Rohman,
2013).

Gugus aldehida pada aldoheksosa mudah teroksidasi menjadi asam
karboksilat dalam pH netral oleh zat pengoksidasi atau enzim. Dalam zat
pengoksidasi kuat, gugus aldehida dan gugus alkohol primer akan
teroksidasi membentuk asam dikarboksilat atau asam ardalat. Gugus
aldehida atau gugus keton monosakarida dapat direduksi secara kimia
menjadi gula alkohol, misalnya D-sorbito yang berasal dari D-glukosa. Jenis
gula yang termasuk gula reduksi adalah glukosa, manosa, laktosa, maltosa,
fruktosa, galaktosa. Sedangkan gula nonreduksi adalah gula yang gugus
karbonilnya berikatan dengan senyawa monosakarida lain seperti sukrosa
(Wulandari, 2017).

Glukosa biasanya digunakan sebagai bahan tambahan yang bermanfaat
sebagai pemanis. Selain itu, glukosa juga dapat bereaksi dengan panas yang
menyebabkan reaksi pencoklatan non enzimatik (browning reaction) seperti
reaksi Maillard dan karamelisasi. Reaksi Maillard merupakan reaksi yang
terjadi antara karbohidrat yang mengandung gula reduksi dengan gugus
amina primer yang akan menghasilkan warna coklat atau melanoidin. Hal
ini dapat dilihat dari roti, biasanya adonan roti yang dipanggang akan
berubah menjadi coklat gelap yang dikarenakan peranan dari gula reduksi
yaitu glukosa yang berperan dalam reaksi Maillard dan karamelisasi
(Ridhani dkk., 2021). .



17

Metode Nelson Somogyi digunakan untuk mengukur kadar gula reduksi
dengan menggunakan pereaksi tembaga-arsenol-molibdat. Reagen nelson
somogyi berfungsi sebagai oksidator antara kuprooksida yang bereaksi
dengan gula reduksi membentuk endapan merah bata. Dalam hal ini,
pereaksi Somogyi merupakan pereaksi tembaga alkali yang mengandung
Na2PO; anhidrat dengan garam K-Na-tartrat (garam Rochelle), sedangkan
pereaksi Nelson mengandung amonium molibdat H.SO4, NaHAsO4.7H-0.
Dengan membandingkannya terhadap larutan standar, konsentrasi gula
dalam sampel dapat ditentukan. Reaksi warna yang membentuk dapat
menentukan konsentrasi gula dalam sampel dengan mengukur
absorbansinya. Metode Nelson-Somogyi merupakan salah satu metode
kimiawi yang dapat digunakan untuk analisa karbohidrat adalah metode
oksidasi dengan kupri. Metode ini didasarkan pada peristiwa tereduksinya
kupri okisida menjadi kupro oksida karena adanya kandungan senyawa gula
reduksi pada bahan. Reagen yang digunakan biasanya merupakan campuran
kupri sulfat, Na-karbonat, natrium sulfat dan K-Na-tartrat (reagen Nelson
Somogy) (Rohman, 2013).



I11.  METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni 2022 sampai Desember 2022 di
Desa Srimenganten, Kecamatan Pulau Panggung, Kabupaten Tanggamus
dan Laboratorium Botani, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan IImu
Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

Alat dan Bahan

1. Alat-alat
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah paranet, tajar
bambu, sekop kecil, botol semprot, aluminium foil, pinset, scalpel,
erlenmeyer berukuran 50 ml, corong, micropipet, kertas label,
mikroskop, spektrofotometri, tabung reaksi, rak tabung reaksi, timbangan

analitik, gelas ukur, batang pengaduk, polybag, waterbath dan kamera.

2. Bahan-bahan
Bahan-bahan yang digunakan adalah tanaman vanili yang berumur 4
bulan, alkohol 96%, akuades, Polyethylene Glycol (PEG) 6000, pupuk
organik, tisu, kertas filter, tanah, sukrosa, H2SQOs, fenol, glukosa, regensia

nelson a, regensia nelson b dan regensia arsenomolybdat.

Rancangan Percobaan

Penelitian disusun dalam Rancangan Acak Lengkap dengan lima
konsentrasi yaitu konsentrasi PEG 6000 yang terdiri atas empat taraf
perlakuan yaitu 0% (A1), 10% (A2), 20% (A3), 30% (A4) dan 40% (A5).

Masing-masing perlakuan dilakukan pengulangan sebanyak lima kali yang
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terdiri atas satu bibit vanili. Parameter yang diujikan adalah persentase
jumlah tanaman yang hidup, visualisasi planlet, analisis kandungan klorofil,
analisis kandungan karbohidrat terlarut total, indeks stomata, analisis
kandungan gula reduksi dan indeks toleransi cekaman. Tata letak percobaan
disajikan pada Tabel 1. di bawah ini.

Tabel 1. Tata Letak Satuan Percobaan

Jenis Sampel
A5U4 A5U5 A3U2 A2U2 A3U4
AlU1l AlU3 A4U5 A4U1 A2U1
A5U1 A4U2 A5U2 A2U5 A3U3
A2U3 AlU2 A5U3 A4U4 A4U3
A2U4 AlUS AlU4 A3U5 A3U1

Keterangan:
Al-A5 : Konsentrasi PEG 6000
Ul-U5 :Ulangan 1-5

Bagan Alir Penelitian

Penelitian ini terdiri atas beberapa tahapan yaitu: 1) Persiapan lahan dan
rumah kaca yang berukuran 3m x 3; 2) Penanaman bibit vanili yang
berumur 4 bulan ke dalam polybag yang berisi tanah dan pupuk organik
dengan perbandingan 1:1; 3) Penentuan kisaran konsentrasi PEG 6000
toleran untuk seleksi tanaman vanili; 4) Analisis karakter yang spesifik pada
tanaman vanili resisten terhadap cekaman kekeringan meliputi analisis
kandungan klorofil a, klorofil b dan klorofil total, analisis kandungan
karbohidrat total, analisis kandungan gula reduksi, indeks stomata, indeks
toleransi cekaman kekeringan, persentase jumlah tanaman yang hidup dan
visualisasi tanaman. Pengamatan dilakukan setiap 7 hari selama empat

minggu.
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Tahapan penelitian disajikan dalam bentuk diagram alir seperti tercantum

pada Gambar 2.

Perlakuan

Indikator

Larutan

~~

~~

~~

Penanaman bibit
vanili pada polybag
yang berisi tanah
yang bercampur
pupuk organik

Tanaman vanili tidak
menunjukkan
kelayuan

Tanaman vanili.
berjumlah banyak
untuk stok pengujian

~

~~

~

Pemberian PEG 6000
dengan berbagai
konsentrasi dengan
menyiramkan pada
medium tanah

Terjadinya ketahanan
tanaman dan tidak
menunjukkan
kelayuan

Terbentuknya
ketahanan pada
tanaman vanili hasil
seleksi PEG

~~

~

~~

Karakterisasi
tanaman yang
meliputi
pertumbuhan,
kandungan klorofil,
kandungan
karbohidrat,
kandungan gula
reduksi, indeks
stomata dan indeks
toleransi cekaman

Munculnya karakter
pada tanaman yang
meliputi
pertumbuhan,
kandungan klorofil,
kandungan
karbohidrat,
kandungan gula
reduksi, indeks
stomata dan indeks
toleransi cekaman

Terdapat sifat pada
tanaman vanili yang
meliputi
pertumbuhan,
kandungan klorofil,
kandungan
karbohidrat,
kandungan gula
reduksi, indeks
stomata dan indeks
toleransi cekaman

Gambar 2. Bagan Alir Penelitian

Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dalam beberapa langkah. Adapun langkah-langkah

dalam penelitian ini sebagai berikut.

1. Persiapan Lahan dan Medium Tanam

Lahan dibersihkan dari berbagai macam rumput dan dibuat serata

mungkin dengan ukuran 3m x 3m. Kemudian di atas lahan diberi
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naungan dengan menggunakan paranet dengan rangka yang terbuat dari
bambu. Kemudian persiapan wadah plastic polybag sebanyak 25 buah
dan diisikan tanah dan pupuk organik dengan perbandingan 1: 1.
Setelah terisi tanah, polybag diletakkan di masing-masing petakan.

Pembuatan PEG

Pemberian larutan PEG sesuai dengan konsentrasi yaitu 0%, 10%, 20%,
30% dan 40%. PEG 6000 yang telah dilarutkan dengan akuades pada
konsentrasi tertentu disaring terlebih dahulu menggunakan syringe
filter. Selanjutnya pemberian PEG 6000 disiramkan ke dalam polybag
setiap 7 hari sekali selama 4 minggu sebanyak 10 ml.

Penanaman Vanili

Tanaman vanili yang berumur 4 bulan ditanam pada masing-masing
polybag yang berisi tanah dan pupuk Masing-masing perlakuan diulang
sebanyak lima kali dan setiap ulangan terdiri dari 1 tanaman vanili

dalam setiap polybag.

Pengamatan
Pengamatan dilakukan pada akhir minggu ke-4 untuk mengetahui
karakterisasi tanaman vanili meliputi parameter sebagai berikut:
a. Persentase Jumlah Tanaman yang Hidup
Perhitungan jumlah tanaman vanili hidup dengan menggunakan
Rumus 1 menurut Nurcahyani dkk. (2014) adalah:

Jumlah tanaman yang hidup

umlah tanaman yang hidup =
] yang p Jumlah seluruh tanaman

b. Visualisasi Tanaman
Visualisasi tanaman meliputi warna daun tanaman setelah diberikan
perlakuan PEG 6000 dengan klasifikasi sebagai berikut: hijau, hijau
dengan bagian tertentu berwarna cokelat, dan cokelat (Nurcahyani
dkk., 2012).
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c. Indeks Stomata (1S)

Pembuatan preparat untuk pengamatan indeks stomata pada daun
tanaman tanaman vanili menggunakan metode Haryanti (2010) yaitu
permukaan bawah daun diolesi cat kuku transparan lalu dibiarkan
mengering. Kemudian cat kuku dikelupas menggunakan selotip
sehingga daun tampak transparan dan diletakkan di atas obyek glass.
Preparat diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 400x.
Indeks stomata dapat dihitung menggunakan Rumus 2
(Willmer,1983).

Jumlah Stomata

IS (%) =

Sel Epidermis+Jumlah stomata

. Indeks Toleransi Cekaman (ITC)
Nilai dari indeks toleransi cekaman dapat dihitung dengan

menggunakan rumus berikut (Fernandez, 1992).

ITC = 225 X 100% oo, (3)
Yp
Keterangan:
ITC - Indeks toleransi cekaman
Ypi : Berat basah tanaman pada kondisi normal
Ysi : Berat basah tanaman pada kondisi tercekam
Yp : Rata-rata berat basah dari seluruh tanaman pada kondisi
optimum

Kriteria untuk menentukan tingkat toleransi tanaman terhadap
cekaman kekeringan sebagai berikut.

-Jika nilai ITC <0,5 maka tanaman sangat peka cekaman kekeringan.

-Jika 0,75<ITC> 0,5 maka tanaman peka cekaman kekeringan.

-Jika 1,0 <ITC>0,75 maka tanaman medium toleran cekaman
kekeringan.

-Jika ITC >1,0 maka tanaman toleran cekaman kekeringan

. Analisis Kandungan Klorofil

Bahan yang digunakan untuk analisis klorofil yaitu daun tanaman
vanili yang telah diseleksi dengan PEG 6000 menggunakan metode
Miazek (2013) dengan spektrofotometer. Daun tanaman vanili yang

seragam sebanyak 0,1 gram, kemudian digerus dengan mortar dan
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ditambahkan 10 ml ethanol 96%. Larutan disaring dengan kertas
Whatman No. 1 dan dimasukkan ke dalam flakon lalu ditutup rapat.
Larutan sampel dan larutan standar (etanol 96%) diambil sebanyak 1
mL dimasukkan ke dalam kuvet. Setelah itu, dilakukan pembacaan
serapan dengan spektrofotometer UV pada panjang gelombang
sebesar 664 nm dan 648 nm dengan tiga kali ulangan setiap sampel.
Kadar klorofil dihitung dengan menggunakan Rumus Wintersmans
dan De Mots:

K|Or0fi| a = 13,36 X A664— - 5,19 X A64—8 (4)
K|Orifi| b = 27,43 XA648 - 8,12 X A664 (5)
Klorifil total = 5,24 x Aggs + 22,24 X Agsg (6)
Keterangan:

A665 = Absorbansi pada panjang gelombang 665 nm
A649 = Absorbansi pada panjang gelombang 649 nm

. Analisis Kandungan Karbohidrat Terlarut Total

Analisis kandungan karbohidrat terlarut total dilakukan dengan
metode fenol-sulfur (Dubois dkk., 1956). Daun tanaman vanili
diambil dan ditimbang sebanyak 0,1 gram. Kemudian ditumbuk
dengan mortar lalu diberi 10 ml akuades, lalu disaring dengan kertas
saring Whatman no. 1, kemudian dimasukkan ke dalam tabung
reaksi. Selanjutnya filtrat diambil sebanyak 1 ml dan ditambahkan 1
ml H2SO4, kemudian ditambahkan fenol sebanyak 2 ml. Selanjutnya
filtrat dimasukkan ke dalam kuvet dan dibaca pada panjang

gelombang 490 nm.

Kandungan karbohidrat terlarut total dihitung dengan cara membuat
larutan standar glukosa yang terdiri dari beberapa konsentrasi
kemudian diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang
490 nm. Hasil absorbansi larutan standar dibuat persamaan regresi

linier sehingga diperoleh persamaaan: Y = ax +b.
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g. Analisis Kandungan Gula Reduksi

Bahan untuk analisis kandungan gula reduksi menggunakan tanaman

vanili yang telah diberikan PEG 6000 dan tanpa perlakuan (kontrol).

Analisis kandungan gula reduksi menggunakan metode Somogyi-

Nelson (Al kayyis dan Susanti, 2016) dengan langkah-langkah

sebagai beirkut.

1. Pembuatan Kurva Kalibrasi Gula Reduksi
Pembuatan larutan glukosa standar (12 mg glukosa/100 mL),
dilakukan pengenceran larutan glukosa dengan konsentrasi 2, 4,
6, 8, 10 dan 12 mg/100 mL yang masing-masing konsentrasi
dimasukkan ke dalam masing-masing tabung reaksi dan 1 tabung
berisi akuades sebagai blanko. Lalu ditambahkan 1 mL Regensia
Nelson (Nelson a 25 bagian dan Nelson b 1 bagian) ke dalam
masing-masing tabung. Larutan yang telah ditambahkan Nelson
kemudian dipanaskan pada penangas air mendidih selama 20
menit. Larutan tersebut kemudian didinginkan di dalam gelas
piala yang berisi air dingin sampai suhu tabung 25° C, lalu
ditambahkan 1 mL Regensia Arsenomolybdat, kocok hingga
homogen. Larutan diukur dengan spektrofotometer Vis pada
panjang gelombang 695 nm, kemudian dibuat kurva kalibrasi

hubungan antara konsentrasi glukosa dengan absorbansi.

2. Penentuan Kandungan Gula Reduksi
Ekstrak daun vanili segar (larutan ekstrak harus jernih) masing-
masing dengan konsentrasi diambil 1 mL dan dimasukkan ke
dalam masing-masing tabung reaksi dan ditambahkan 1 ml
Regensia Nelson ke dalam masing-masing tabung. Larutan yang
telah ditambahkan Regensia Nelson kemudian dipanaskan pada
penangas air mendidih selama 20 menit. Larutan kemudian
didinginkan di dalam gelas piala yang berisi air dingin hingga
subu tabung 25°C. Setelah itu, larutan ditambahkan 1 mL

Regensia Arsenomolybdat kemudian kocok hingga semua
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sendapan larut kembali. Setelah larutan tercampur secara
homogen, larutan ditambahkan 7 mL akuades lalu dikocok
kembali hingga homogen. Larutan diukur dengan
spektrofotometer Vis pada Panjang gelombang 695 nm.
Selanjutnya yaitu membuat kurva kalibrasi hubungan antara
konsentrasi glukosa dengan absorbansi.

Menurut Pujiati dan Novi (2016), kandungan gula reduksi

dihitung menggunakan rumus 7 berikut:
Kandungan gula reduksi (%) = % x100% ...covvnnnnn. @)

Keterangan:

X Nilai x sampel
Fp : Faktor pengenceran

5. Analisis Data
Data yang diperoleh dari pertumbuhan tanaman vanili selama seleksi
dengan PEG 6000 berupa data kualitatif dan kuantitatif. Data kualitatif
disajikan dalam bentuk deskriptif komparatif dengan foto. Data
kuantitatif dari setiap parameter dianalisis dengan menggunakan
analisis ragam (ANOVA), kemudian dilanjutkan dengan uji BNT pada
taraf nyata 5%.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan bahwa:
1. Konsentrasi PEG 6000 yang toleran untuk seleksi tanaman vanili secara

in vivo adalah 40%.

2. Karakter ekspresi pada tanaman vanili yang mengalami cekaman
kekeringan dengan PEG 6000 secara in vivo meliputi:

a. Indeks stomata tanaman vanili dengan penambahan PEG 6000 pada
konsentrasi 40% toleran terhadap cekaman kekeringan.

b. Indeks toleransi cekaman tanaman vanili dengan penambahan PEG
6000 dikelompokkan menjadi toleran, medium toleran dan peka
terhadap cekaman kekeringan.

c. Semakin tinggi konsentrasi PEG 6000 maka kandungan klorofil a,
Klorofil b dan klorofil total tanaman vanili semakin menurun.

d. Semakin tinggi konsentrasu PEG 6000 maka kandungan karbohidrat
terlarut total dan kandungan gula reduksi pada tanaman vanili

mengalami peningkatan.

SARAN

Berdasarkan penelitian yang dilakukan perlu dilakukan penelitian lebih
lanjut terhadap tanaman vanili yang mampu bertahan dalam konsentrasi
PEG yang tinggi dan respon tanaman yang mampu bertahan dalam

konsentrasi PEG dengan konsentrasi yang tinggi.
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