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ABSTRAK

EFEKTIFITAS KONSENTRASI LARUTAN ATONIK TERHADAP
PERTUMBUHAN EKSPLAN KACANG HIJAU (Vigna radiata L.)
DALAM KONDISI CEKAMAN KEKERINGAN
MENGGUNAKAN PEG 6000 SECARA IN VITRO
PADA MEDIUM MURASHIGE AND SKOOG

Oleh

SISKA EMILIA PUTRI

Atonik menjadi salah satu senyawa organik yang secara alami disintesis
oleh tanaman dan mempengaruhi proses fisiologis pada tumbuhan serta
golongan auksin yang berbentuk cair. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui efektivitas dari konsentrasi larutan atonik pada pertumbuhan
eksplan kacang hijau (Vigna radiata L.) secara in vitro dalam kondisi
cekaman kekeringan, yang diinduksi oleh PEG 6000 pada konsentrasi
yang berbeda. Penelitian ini dilaksanakan bulan Maret-April 2023 Ruang
Kultur Jaringan Tumbuhan, Laboratorium Botani, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.
Rancangan penelitian ini disusun dengan pola dasar Rancangan Acak
Lengkap 3x3 dengan dua faktor; faktor pertama yaitu larutan atonik
dengan tiga taraf konsentrasi yaitu 0 ml/l (AO), 1 ml/l (A1), 2 ml/l (A2)
dan faktor kedua yaitu PEG 6000 b/v dengan tiga taraf konsentrasi yaitu
0% (B0), 3% (B1), 4% (B2) dengan 3 kali pengulangan. Data dianalisis
menggunakan Analysis of Variance pada taraf 5% data dilanjutkan dengan
uji BNT pada taraf 5%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat
interaksi antara larutan atonik dengan PEG 6000 terhadap pertumbuhan
dan kandungan klorofil planlet kacang hijau (Vigna radiata L.). Pemberian
atonik 2 ml/l mampu meningkatkan tinggi planlet tanaman dan klorofil
pada kondisi tidak tercekam kekeringan. Namun, konsentrasi larutan
atonik 1 ml/l dan 2 ml/l belum mampu meningkatkan pertumbuhan
planlet kacang hijau yang tercekam kekeringan secara in vitro.

Kata Kunci : Atonik, In Vitro, Pertumbuhan, Poly Ethylene Glycol, Vigna
radiata L.



ABSTRACT

EFFECTIVENESS OF ATONIC SOLUTION CONCENTRATION ON
THE GROWTH OF GREEN BEAN EXPLANT (Vigna radiata L.)
UNDER DROUGHT SPECIAL CONDITIONS USING PEG 6000 IN
VITRO ON MEDIUM MURASHIGE AND SKOOG

By

SISKA EMILIA PUTRI

Atonik is an organic compound that is naturally synthesized by plants and
influences physiological processes in plants as well as the auxin group which is
in liquid form. This study aims to determine the effectiveness of atonic solution
concentrations on the growth of green bean (Vigna radiata L.) explants in vitro
under drought stress conditions, which are induced by PEG 6000 at different
concentrations. This research was carried out in March-April 2023 in the Plant
Tissue Culture Room, Botany Laboratory, Biology Department, Faculty of
Mathematics and Natural Sciences, University of Lampung. This research
design was prepared using the basic pattern of a 3x3 Completely Randomized
Design with two factors; The first factor is atonic solution with three
concentration levels, namely 0 ml/l (A0), 1 ml/l (A1), 2 ml/l (A2) and the
second factor is PEG 6000 w/v with three concentration levels, namely 0% (
B0), 3% (B1), 4% (B2) with 3 repetitions. Data were analyzed using Analysis
of Variance at the 5% data level followed by the BNT test at the 5% level. The
results showed that there was an interaction between the atonic solution and
PEG 6000 on the growth and chlorophyll content of green bean plantlets
(Vigna radiata L.). Giving atonic 2 ml/l was able to increase plantlet height
and chlorophyll in conditions not affected by drought. However, atonic
solution concentrations of 1 ml/l and 2 ml/l were not able to increase the
growth of green bean plantlets that were stressed by drought in vitro.

Keywords: Atonik, In Vitro, Growth, Poly Ethylene Glycol, Vigna
radiata L.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Salah satu teknik perbanyakan tumbuhan yang banyak dikembangkan saat
ini adalah teknik kultur jaringan tumbuhan. Kultur jaringan tumbuhan
adalah metode untuk mengisolasi bagian tanaman, seperti sel, jaringan,
tunas apikal serta biji, dan menumbuhkan dalam kondisi aseptik menjadi
tanaman yang lengkap dengan kualitas lebih baik. Istilah kultur jaringan
digunakan untuk menjelaskan semua prosedur kultur yang dilakukan secara
aseptik terkait sel, jaringan, organ, embrio, dan pertumbuhan planlet.
Pertumbuhan berlangsung dalam kondisi steril dan dengan lingkungan
kultur yang dikondisikan, oleh karena itu metode ini disebut kultur in vitro
(Rahayu dkk., 2011).

Metode kultur jaringan didasarkan pada alasan bahwa suatu tanaman dapat
dipisahkan ke dalam bagian-bagian komponennya seperti organ, jaringan,
ataupun sel yang dapat ditanam secara in vitro. Menurut Santoso, (2004)
kultur jaringan memiliki dua prinsip dasar yang jelas yaitu tanaman yang
bersifat totipotensi dan budidaya yang terkendali. Konsep dasar ini adalah
mutlak dalam pelaksanaan kultur jaringan karena dengan sifat totipotensi
ini, sel, jaringan, organ yang digunakan akan mampu tumbuh dan
berkembang sesuai tujuan budidaya in vitro yang dilakukan. Sifat
totipotensi saja tidak cukup untuk keberhasilan kultur jaringan, keadaan

medium tempat tumbuh atau lingkungan yang mempengaruhinya



seperti kelembaban, temperatur, dan cahaya serta keharusan sterilisasi
adalah hal mutlak yang harus terkendali (Santoso dkk., 2004).

Keberhasilan kultur jaringan sangat tergantung pada medium yang akan
digunakan dan zat pengatur tumbuh, karena tidak semua eksplan tanaman
dapat tumbuh dalam media tanam yang sama, oleh karena itu jenis dan
komposisi medium sangat menentukan keberhasilan perbanyakan tanaman
secara in vitro. Beberapa jenis medium seperti medium Murashige and
Skoog yang digunakan untuk pertumbuhan biji, medium Vacin Went untuk
anggrek, dan medium Woody Plant Medium untuk tanaman berkayu.
Medium Murashige and Skoog merupakan jenis medium yang paling
banyak digunakan untuk berbagai tujuan kultur jaringan (Sharaf dkk.,
2006).

Eksplan dapat berupa ujung tunas bagian batang, bagian daun, ujung akar,
bagian biji (Caponetti dkk., 2005). Dalam pertumbuhannya, eksplan
memerlukan zat pengatur tumbuh untuk mengaktifkan penyerapan unsur
hara. Zat pengatur tumbuh yang dapat digunakan adalah Zat Pengatur
Tumbuh Atonik. Larutan atonik berupa larutan senyawa kimia pekat,
berwarna hitam pekat tidak beracun, dan tidak berbahaya bagi ekosistem
manusia, hewan, dan lingkungan sekitar. Atonik mengandung bahan aktif
yaitu hormon auksin (Yunita, 2009). ZPT ini mampu menstimulasi
perkembangan sel-sel meristem untuk tumbuh dan berkembang,
meningkatkan perkembangan akar, serta memacu pertumbuhan tunas.
Senyawa dinitrophenol pada atonik dapat mengaktifkan penyerapan hara
dan memacu tumbuhnya kuncup pada tumbuhan. Oleh karenanya atonik
menjadi salah satu zat pengatur tumbuh yang dapat meningkatkan
ketahanan. Mekanisme penggunaan Zat Pengatur Tumbuh atonik dilakukan
dengan cara merendam biji kacang hijau sesuai dengan taraf konsentrasi
(Hidayanto dkk., 2010).



Cekaman kekeringan termasuk stress abiotik yang berpengaruh negatif
terhadap berkembangnya tanaman. Kondisi kekeringan dapat menghambat
pembelahan sel, mengurangi tekanan turgor, mencegah transpirasi dan
penyerapan bahan mineral yang dapat menurunkan pertumbuhan dan
pekembangan tanaman, hal ini dianggap sebagai faktor pembatas dalam
produksi tanaman (Simsek, 2018). Tidak adanya air merupakan tekanan
abiotik yang berpengaruh negatif pada tanaman karena tumbuh kembangnya
terhambat. Hal ini dikarenakan air berperan penting dalam proses
fotosintesis dan hidrolisis (Sirait dan Charlog, 2017).

Kekeringan dapat menyebabkan pengurangan jumlah daun secara
signifikan, menurunkan berat kering tanaman, mempengaruhi tinggi
tanaman, dan diameter batang (Handayani dkk., 2018). Respon kekeringan
pada tanaman juga menyebabkan menurunnya fungsi stomata untuk
berkerja dengan baik. sehingga mengganggu pertukaran gas selain itu
kekurangan air juga menghambat pembelahan sel (Nurcahyani dkk., 2022).
Hal ini dapat mengurangiproduktivitas tanaman sehingga menyebabkan
kematian (Osmolovskaya dkk., 2018).

Kultur in vitro dengan penambahan Poly Ethylene Glycol (PEG) pada
medium dapat mengendalikan kondisi kekeringan. Poly Ethylen Glycol
(PEG) 6000 adalah senyawa non ion yang bersifat stabil. Bentuknya padat
yang dapat larut dalam air, mampu mengikat molekul air bersama ikatan
hydrogen, memiliki kemampuan untuk menurunkan potensial osmotik serta
membentuk lapisan tipis yang melindungi biji atau menyangga kadar air dan
keluar masuknya oksigen (Hapsari dkk., 2017). Rendahnya potensial air
pada medium dapat menyebabkan penurunan kemampuan sel dalam
membelah, untuk itu disarankan menggunakan PEG dengan berat molekul
6000 dan ini tidak mengakibatkan racun pada tanaman. Penggunaan
berbagai konsentrasi dan berat molekul PEG memengaruhi baik tidaknya
penurunan potensial air dalam medium (Azizah, 2010). Pada molekul PEG

bekerja dengan memasuki dinding sel atau jalur apoplast (transpor air secara



difusi) sehingga air diambil dari dinding sel. Oleh karena itu, PEG dapat
digunakan sebagai agen penyeleksi tanaman secara in vitro dengan tingkat

toleransi kekeringan yang baik (Hapsari dkk., 2017).

Berdasarkan uraian diatas maka dalam penelitian ini larutan atonik
diberikan sebagai ZPT untuk pertumbuhan kacang hijau secara in vitro
dengan kondisi cekaman kekeringan yang diinduksi oleh PEG, dimana
masing - masing memberikan peran tersendiri terhadap pertumbuhan
tanaman. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan dengan memberikan
perlakuan berbagai konsentrasi pada atonik dan PEG untuk mengetahui

konsentrasi yang paling efektif pada pertumbuhan eksplan kacang hijau.

1.2 Tujuan Penelitian

1. Mengetahui konsentrasi larutan atonik yang optimum terhadap
cekaman kekeringan untuk seleksi planlet kacang hijau.
2. Mengetahuin interaksi antara larutan atonik dengan PEG 6000 terhadap

kandungan klorofil dan pertumbuhan planlet kacang hijau.

1.3 Kerangka Pemikiran

Kultur jaringan merupakan salah satu cara perbanyakan tanaman dengan
cara mengisolasi bagian-bagian atau organ tanaman seperti kalus, daun,
tunas dan biji, untuk dikembangkan dalam media buatan yang aseptik.
Penambahan nutrisi zat pengatur tumbuh atonik merupakan zat pengatur
tumbuh tanaman yang dapat meningkatkan produktivitas dan ketahanan
tanaman terhadap serangan penyakit serta dapat merangsang pertumbuhan
akar sehingga penyerapan air akan lebih efektif. Kultur jaringan dilakukan
dalam wadah tertutup sehingga bagian tanaman bergenerasi menjadi
tanaman lengkap yang memiliki akar, batang, dan daun.

Penggunaan Poly Ethylene Glycol (PEG) mampu merangsang keadaan
cekaman kekeringan dengan cara mengendalikan potensial air medium



tanam sehingga mengakibatkan penurunan tekanan hidrostatis dalam sel.
Eksplan yang dapat tumbuh dalam medium yang mengandung Poly
Ethylene Glycol PEG 6000 akan mampu bertahan dalam kondisi kekeringan
di lingkungan alaminya (Saepudin dkk., 2017). Konsentrasi atonik dan PEG
memberikaan pengaruh pada pertumbuhan eksplan, hal ini dapat menambah
informasi terkait efektivitas pada masing-masing konsentrasi yang telah
digunakan.

1.4 Hipotesis

Terdapat konsentrasi atonik yang paling efektif untuk pertumbuhan
kecambah kacang hijau (Vigna radiata L.) yang di tumbuhkan pada medium
Murashige dan Skoog yang mengandung PEG 6000.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kacang Hijau (Vigna radiata L.)

Kacang hijau (Vigna radiata L.) merupakan salah satu komoditas tanaman
kacang-kacangan yang umumnya ditanam di lahan kering. Kacang hijau
memiliki potensi yang besar sebagai bahan baku produk olahan maupun
campuran makanan dan memiliki keunggulan kompetitif dibandingkan jenis
kacang yang lain. Kacang hijau di Indonesia menempati urutan ketiga
terpenting sebagai tanaman pangan setelah kedelai dan kacang tanah. Pusat
data dan sistem informasi pertanian menyatakan bahwa rata-rata
penggunaan kacang hijau selama tahun 2011-2015 adalah 307,69 ton,
sedangkan produksi kacang hijau hanya 268,25 ton dan impor kacang hijau
mencapai 71,23 ton. Kacang hijau (Vigna radiata L.) merupakan kacang-
kacangan yang banyak digemari masyarakat. Karena kacang hijau diketahui
mengandung protein mencapai 20-25 persen. Kacang hijau banyak
dimanfaatkan menjadi bahan baku pangan, pakan ternak dan kosmetik
(Dostalova, 2017).

2.1.1 Sejarah Penyebaran Kacang Hijau (Vigna radiata L.)
Tanaman kacang hijau (Vigna Radiata L.) merupakan tanaman berasal
dari india, menyebar ke berbagai Negara Asia Tropis, termasuk ke
Indonesia diawal abad ke-17. Kacang hijau dibawa masuk ke wilayah
Indonesia oleh pedagang Cina dan Portugis. Pusat penyebaran
kacang hijau pada mulanya di pulau jawa dan Bali tetapi pada tahun
1920-an mulai berkembang ke Sulawesi, Sumatera, Kalimantan, dan

Indonesia bagian timur (Tanaem, 2021).



2.1.2. Klasifkasi dan Morfologi Kacang Hijau (Vigna Radiata L.)

Menurut Badan Pusat Stastistik Riau, (2018) klasifikasi tanaman
kacang hijau sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
Divisi  : Spermatophyta

Kelas  : Dicotyledonae
Ordo . Rosales
Famili  : Papilionaceae

Genus :Vigna

Spesies  : Vigna radiata L

Sistem perakaran tanaman kacang hijau tersusun atas akar tunggang,
akar serabut, dan akar lateral. Perakaran kacang hijau dapat
membentuk bintil akar sehingga membantu dalam memenuhi
kebutuhan nutrisi tanaman kacang hijau. Tanaman kacang hijau
berbatang tegak dengan ketinggian sangat bervariasi, antara 30-60 cm,
tergantung varietasnya. Cabangnya menyamping pada bagian utama,
berbentuk bulat dan berbulu.Warna batang dan cabangnya ada yang

hijau dan ada yang cokelat muda (Kurniawan, 2015).

Tanaman kacang hijau (Vigna radiata L.) termasuk suku polong-
polongan (Fabaceae). Setiap daun terdiri dari tiga helaian dan
letaknya berseling. Daun berbentuk lonjong dengan bagian ujung
runcing. Tangkai daunnya cukup panjang, lebih panjang dari
daunnya.Warna daunnya hijau muda sampai hijau tua (Kurniawan,
2015). Bunga kacang hijau berbentuk seperti kupu-kupu berwarna
kuning pucat atau kehijauan tersusun dalam tandan, keluar pada
cabang serta batang, dan dapat menyerbuk sendiri. Bunganya
termasuk jenis hemaprodit atau berkelamin ganda. Proses
penyerbukan terjadi pada malam hari sehingga pada pagi harinya
bunga akan mekar dan pada sore harinya sudah layu (Rositawaty,
2009).



2.1.3.

Polong kacang hijau menyebar dan menggantung berbentuk silindris
dengan panjang antara 6-15 cm dan biasanya berbulu pendek.
Sewaktu muda polong berwarna hijau dan dan setelah tua berwarna
hitam atau coklat. Setiap polong berisi 10-15 biji, polong menjadi tua
setelah 60-120 hari setelah tanam. Warna bijinya kebanyakan hijau
kusam atau hijau mengilap, beberapa ada yang berwarna kuning,
cokelat dan hitam. Bagian-bagian biji terdiri dari kulit, keping biji,
dan embrio yang terletak diantara keping biji (Rositawaty, 2009).

Gambar 1. Tanaman Kacang Hijau (Vigna radiata L.)
(Astawan, 2009)

Kandungan Gizi dan Manfaat Kacang Hijau (Vigna radiata L.)

Kacang hijau salah satu bahan makanan yang mengandung zat-zat
yang diperlukan untuk pembentukkan sel darah sehingga dapat
mengatasi efek penurunan hemoglobin. Kacang hijau dapat berperan
dalam pembentukan sel darah merah dan mencegah anemia karena
kandungan fitokimia dalam kacang hijau sangat lengkap sehingga
dapat membantu proses hematopoiesis. Kacang hijau juga memiliki

kandungan vitamin dan mineral. Mineral seperti kalsium, fosfor, besi,



natrium dan kalium banyak terdapat pada kacang hijau (Astawan,
2009).

Kacang hijau memiliki kandungan protein yang cukup tinggi di
dalamnya, terdapat sumber mineral penting antara lain kalsium dan
fosfor yang bermanfaat untuk memperkuat tulang. Lemak dalam
kacang hijau merupakan asam lemak tak jenuh sehingga baik untuk
jantung. Selain itu aman dikomsumsi oleh mereka yang memiliki
masalah dengan berat badan karena kandungan lemaknya rendah
(Yartati, 2005).

Tabel 1. Kandungan gizi dalam 100 g kacang hijau:

Kandungan Jumlah
Energi 345 kal
Protein 22,29
Lemak 1,29

Karbohodrat 62,99

Serat 4149
Kalsium 125 mg

Fosfor 320 mg
Zat Besi 6,7 mg

Vitamin A 157 1V

Vitamin B1 0,64 mg

Vitamin C 6 mg

Air 109

Sumber : (Yartati, 2005).

Kacang hijau mengandung vitamin B1 yang berfungsi untuk
mencegah penyakit beri-beri, membantu proses pertumbuhan,
meningkatkan nafsu makan, memberikan saluran pencernaan, dan
memaksimalkan kerja syaraf. Selain vitamin B1 kacang hijau juga

mengandung vitamin B2 yang tugasnya membantu penyerapan protein
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dalam tubuh. Dengan adanya vitamin B2 ini akan meningkatkan

penyerapan protein sehingga menjadi lebih efisien (Yartati, 2005).

Menurut Wakhida (2016) kacang hijau memiliki sejumlah manfaat
untuk pengobatan dan kesehatan tubuh. Adapun manfaat kacang hijau
antara lain dapat memperlancar saluran pencernaan, memiliki efek
detoksifikasi, menurunkan berat badan, menguatkan imunitas tubuh,
berperan dalam pembentukan sel darah merah, dan mencegah anemia.
Serta manfaat lain dari kacang hijau yaitu meningkatkan nafsu makan,

memaksimalkan kerja saraf, serta sebagai sumber energi yang dapat

memacu peningkatan sekresi ASI.

2.2. Syarat Tumbuh

Tanaman kacang hijau tumbuh dengan baik dan memberikan hasil panen
yang tinggi jika ditanam di lingkungan yang cocok dengan hidupnya. Suhu
udara yang cocok untuk pertumbuhan tanaman kacang hijau berkisar antara
25 C° — 27 C°. Sifat fisik tanah yang sesuai untuk pertumbuhan tanaman
kacang hijau adalah tanah gembur dengan struktur tanah lempung berdebu,
dan kedalaman lapisan olah lebih 50 cm. Sifat fisik tanah yang demikian
akan mudah mengikat air dan memiliki drainase yang baik, kelembaban
pada tanaman kacang hijau 80% (Syamsiah, 2008). Tekstur tanah yang
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cocok untuk tanaman kacang hijau adalah tanah yang banyak mengandung
bahan organik, aerasi dan drainase yang baik. Struktur tanah gembur dengan
tingkat keasaman pH 5,5 - 6,5. pH tanah yang lebih rendah dan lebih tinggi
akan mempengaruhi pertumbuhan dan produksi (Khorniawati, 2014).

Medium Murashige and Skoog

Medium Murashige and Skoog merupakan media dengan kandungan nutrisi
yang lengkap. Medium Murashige and Skoog mengandung unsur hara
makro, hara mikro, vitamin, karbohidrat, asam amino, dan zat pengatur
tumbuh. Selain medium Murashige and Skoog ada beberapa medium
tumbuh lain, seperti medium Vacint and Went, Knudson, dan medium
modifikasi (Kristianti dkk., 2016). Keberhasilan dalam kultur jaringan
sangat ditentukan oleh medium yang digunakan. Jenis media dasar yang
digunakan dalam teknik kultur jaringan, media Murashige dan Skoog adalah
media yang mengandung jumlah hara organik yang layak untuk memenuhi
kebutuhan banyak jenis sel tanaman dalam kultur (Utama, 2012).

Kultur Jaringan

Kultur jaringan merupakan cara menumbuh kembangkan bagian tanaman
baik berupa sel, jaringan atau pun organ yang dilakukan secara in vitro.
Teknik ini digunakan karena memiliki beberapa kelebihan yaitu bibit yang
dihasilkan lebih banyak, seragam dan bebas dari patogen (Soedarjo dkk.,
2012). Teknik kultur jaringan telah banyak diaplikasikan dalam
bioteknologi pertanian untuk mempelajari sitologi, fisiologi, genetika dan
biokimia tanaman. Teknik ini didasari oleh teori sel Schwaan dan Schleiden
mengenai sifat totipotensi sel, sehingga setiap organisme baru yang baru

ditumbuhkan memiliki sifat yang sama dengan induknya (Yusnita, 2015).

Menciptakan kondisi yang aseptik pada teknik kuktur sangat penting
sehingga sterilisasi menjadi langkah awal yang dilakukan untuk

menghindari kontaminasi eksplan yang disebabkan oleh bakteri dan
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organisme lainnya. Perlakuan juga harus dilakukan dalam kondisi aseptik di
Laminar Air Flow Cabinet (LAFC). Wadah kultur yang telah berisi eksplan
dan medium diletakkan diruang kultur yang bersih dan terkontrol kondisi
lingkunganya agar terhindar dari kontaminasi mikroorganisme (Hapsari,
2017).

Larutan Atonik

Atonik merupakan golongan auksin yang berbentuk cair yang dapat
mempercepat perkecambahan, mengaktifkan penyerapan unsur hara,
merangsang pertumbuhan pada akar tumbuhan, mendorong pertumbuhan
vegetatif, dan meningkatkan keluarnya kuncup. Menurut Zulkarnain (2009),
atonik sebagai zat pengatur tumbuhan sangat diperlukan sebagai komponen
medium bagi pertumbuhan dan diferensiasi sel serta menjadi salah satu
senyawa organik yang secara alami disintesis oleh tanaman dan
mempengaruhi proses-proses fisiologis pada tumbuhan. Fungsi lain dari
atonik adalah mempercepat pertumbuhan perakaran, tinggi pada tanaman,
merangsang pembungaan, pertunasan, mencegah gugurnya bunga serta
buah, memecahkan dormansi, merangsang perkembangan serbuk sari, dan

memperpanjang tabung serbuk sari.

Pertumbuhan Eksplan (Vigna radiata L.)

Proses pertumbuhan kacang hijau diawali dari biji. Masuknya air ke dalam
biji mengaktifkan enzim dan hormon sehingga metabolisme sel bekerja dan
menyebabkan munculnya calon individu baru. Pertumbuhan kacang hijau
diawali dengan munculnya radikula dan diikuti munculnya hipokotil di
permukaan, selanjutnya kotiledon mulai terangkat, selanjutnya fase
terbukanya kotiledon dan terbukanya daun pertama. Pada tahap ini, kacang
hijau mengalami pertambahan diameter atau pertambahan ukuran pada

bagian tumbuhan seperti batang (Mayasari, 2022).
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Klorofil Tanaman (Vigna radiata L.)

Klorofil merupakan suatu pigmen yang dimiliki secara alami dan menjadi
salah satu molekul yang memiliki peran serta fungsi penting bagi tanaman
(Anggarwulan dkk., 2007). Adapun pengaruh yang timbul akibat buruknya
suplai air terhadap proses fisiologis tanaman dapat menyebabkan
menurunnya kadar klorofil daun. Menurunnya kandungan air daun,
menyebabkan klorofil berwarna kuning hijau karena terjadinya proses
penuaan sel yang kemudian memicu pengguguran daun (Djazuli, 2010).
Faktor yang mempengaruhi adanya perbedaan kadar klorofil antara daun
muda dan daun dewasa yaitu derajat perkembangan daun. Semakin muda
umur daun maka akan semakin sedikit kadar klorofil, karena jaringan
mesofil masih dalam tahap perkembangan (Taiz dkk., 2015). Banyaknya
jaringan mesofil menyebabkan banyaknya klorofil yang terkandung di
dalamnya, karena jaringan mesofil berdiferensisasi membentuk jaringan

fotosintetik yang mengandung klorofil (Ningtyas dkk., 2011).

Poly Ethylene Glycol (PEG)

Poly Ethylene Glycol (PEG) adalah salah satu senyawa kimia yang larut
dalam air. Poly Ethylene Glycol dengan bobot molekul lebih dari 4000
dapat menginduksi cekaman kekeringan pada tanaman dengan menurunkan
potensial air pada larutan nutrisi tanpa bersifat racun. Besarnya penurunan
pada air sangat bergantung pada konsentrasi dan berat molekul PEG. Hal ini
yang menyebabkan PEG dapat digunakan utuk simulasi penurunan potensial
air (Sutjahjo dkk., 2007). Bentuk dari PEG 6000 adalah padat, berwarna
putih. PEG 6000 efektif digunakan karena dapat bekerja lebih baik pada
tanaman dari pada PEG yang berat molekul nya lebih rendah. (Lawyer,
2010). Cekaman kekeringan adalah salah satu faktor stress lingkungan yang
umum terjadi pada tanaman. Tanaman dapat merespon kekeringan secara
morfologis dan anatomis (Porcel et al., 2005). Cekaman merupakan kondisi
lingkungan dimana tanaman tidak menerima asupan air yang cukup (Song,
2011).



I11.  METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

3.2

Waktu dan tempat penelitian dilaksanakan pada bulan Maret - April 2023 di
Ruang Kultur Jaringan Tumbuhan, Laboratorium Botani, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

Alat dan Bahan

Alat - alat yang digunakan pada penelitian ini diantaranya autoclave,
Erlenmeyer, Beaker glass, alumunium foil, tabung reaksi, rak tabung reaksi,
gelas ukur, Laminar Air Flow (LAF), corong gelas, kompor, tissue, pinset,
timbangan analitik, buku catat, pena, kamera handphone, gunting, scalpel
(pisau), magnetic stirrer, botol kultur, penggaris, pH meter, kertas Whatman
No. 1, kertas lakmus, pipet tetes, neraca analitik, karet gelang, kertas lebel,
spektofotometri, plastic wrap, oven, kompor, lemari kultur, panci, masker,
sarung tangan, kuvet, nampan, pengaduk, plastik anti panas, cawan petri,

mortar, dan pipet ukur.

Bahan - bahan yang digunakan pada penelitian ini diantaranya akuades, gula
pasir 30 g/L, alkohol 70% dan 96%, Poly Ethylene Glycol 6000 (PEG),
agar-agar wallet 7 g, spritus, byclean, medium Murashige dan Skoog dan

larutan atonik.
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3.3 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian ini disusun dengan pola dasar Rancangan Faktorial
3x3 dengan dua faktor yaitu A: Atonik dengan tiga taraf konsentrasi yaitu O
ml/l (A0), 1 ml/l (A1), 2 ml/l (A2) untuk perendaman biji kacang hijau
selama 60 menit dengan penambahan akuades pada masing - masing
konsentrasi hingga 100 ml/Il. Faktor B: PEG 6000 dengan tiga taraf
konsentrasi yaitu 0% (B0), 70% (B1), 80% (B2) sebagai larutan stok
dengan penambahan akuades pada masing - masing konsentrasi hingga 100
ml/l, kemudian PEG yang akan di masukkan kedalam larutan media agar
pada tiap botol kultur yaitu 1 ml sehingga konsentrasi PEG yaitu 0% (B0),
3% (B1), 4% (B2) dalam medium 20 ml/l. Masing-masing konsentrasi
dilakukan 3 kali pengulangan dan setiap ualangan terdiri dari 3 biji kacang
hijau dalam setiap botol kultur. Notasi faktor taraf kombinasi perlakuan

disajikan pada Tabel 2 dan tata letak percobaan disajikan pada Tabel 3.

Tabel 2. Notasi Faktor Taraf Kombinasi Perlakuan

Atonik A0 Al A2
PEG
BO AO0BO Al1BO A2B0
Bl AOB1 AlB1 A2B1
B2 AO0B2 AlB2 A2B2
Keterangan:

AO0BO : Larutan Atonik 0 ml/l, PEG 0%
AOBL1 : Larutan Atonik 0 ml/l, PEG 3%
AO0B2 : Larutan Atonik 0 ml/l, PEG 4%
A1BO : Larutan Atonik 1 ml/l, PEG 0%
A1B1 : Larutan Atonik 1 ml/l, PEG 3%
A1B2 : Larutan Atonik 1 ml/l, PEG 4%
A2BO0 : Larutan Atonik 2 ml/l, PEG 0%
A2B1 : Larutan Atonik 2 ml/l, PEG 3%
A2B2 : Larutan Atonik 2 ml/l, PEG 4%
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Tabel 3. Tata Letak Satuan Percobaan

Al1B1U2 A2B2U1 AO0B2U1
A3B1U1 A2B3U2 Al1B1U3
A1B1U3 A3B2U2 A1B2U2
A3B3U2 A2B1U1 A2B1U3
Al1B3U2 A2B3U3 A0B2U2
A3B1U3 A2B1U2 Al1B2U1
A2B3U1 A3B2U3 A0B2U3
A2B2U3 A3B3U1 A2B1U1
Al1B3U1 A3B3U3 A2B1U3
Keterangan :

A0-A2 : Konsentrasi Atonik 0% (A0), 1% (A1), 2% (A2)
B0-B2 : Konsentrasi PEG 0% (B0), 3% (B1), 4% (B2)
U1-U3: Ulangan 1 - Ulangan 3

3.4 Bagan Alir Penelitian

Penelitian ini terdiri atas beberapa tahap yaitu perendaman biji kacang hijau
dengan larutan atonik sesuai konsentrasi sebelum penanaman dalam
medium, penanaman biji kacang hijau ke dalam medium murashige and
skoog yang telah ditambahkan PEG sesuai konsentrasi, analisis karakter
pada planlet kacang hijau resisten cekaman kekeringan meliputi analisis a).
Kandungan klorofil a, klorofil b dan klorofil total, b). persentase jumlah
planlet yang hidup, c). tinggi tanaman, d). dan visualisasi planlet.
Pengamatan dilakukan setiap hari selama 3 minggu. Tahap penelitian

disajikan dalam bentuk bagan alir seperti tecantum pada Gambar 3.
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3.5. Pelaksanaan Penelitian
Pelaksanaan penelitian meliputi beberapa tahap yaitu:
1. Sterilisasi Alat Tanam

Pertama-tama dilakukan pencucian botol dengan menggunakan
detergen dan dibilas dengan air bersih, kemudian ditiriskan pada
keranjang. Alat dari bahan gelas ditutup alumunium foil, sedangkan
alat-alat dari bahan logan dan cawan petri dibungkus dengan kertas
HVS lalu disusun dengan rapi ke dalam autoklaf untuk sterilisasi.
Setelah itu autoklaf tersebut ditutup rapat, kemudian tutup autoklaf
serapat mungkin, kemudian dipanaskan diatas kompor dan tunggu
hingga 60 menit dengan suhu 121°C. Botol dan alat - alat yang telah
disterilkan kemudian dikeluarkan dan disimpan pada lemari steril

(oven) agar bebas dari debu.

2. Sterilisasi Ruang Kerja

Sterilisasi pada ruang kerja dilakukan dalam ruang inkubasi
menggunakan Laminar Air Flow Cabinet. Selama 30 menit sinar UV
tetap dinyalakan, kemudian nyalakan blower dan lampu, setelah itu
alkohol 96% disemprotkan pada permukaan LAFC dan dibersihkan

menggunakan tissue steril.

3. Persiapan Medium Tanam

Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah Murashig dan
Skoog. Pembuatan medium tanam MS sebanyak 1 liter adalah dengan
cara menimbang Murashige dan Skoog diatas timbangan analitik
sebanyak 4,4 g, menimbang gula pasir 30 g, kemudian dimasukkan ke
dalam beaker glass 1 liter. Akuades ditambahkan sampai tanda 1 liter.
Larutan medium dipanaskan untuk melarutkan agar-agar sambil diaduk

sampai mendidih kemudian dituangkan ke dalam botol kultur sebanyak



20 ml/botol (Nurcahyani dkk., 2019). Sterilisasi medium dengan

menggunakan autoklaf padasuhu 121°C selama 20 menit.
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Perlakuan Indikator Luaran
Perendaman biji Biji Vigna Biji Vigna
Vigna radiata L radiata L yang radiata L
dengan larutan baik untuk berjumlah banyak
atonik pada berbagai ditanaman untuk stok
konsentrasi 10 adalah biji yang pengujian
menit. tidak mengapung
Penanaman biji Terjadi Terbentuknya
Vigna radiata L perkecambahan ketahanap pada
dalam medium :> meliputi tunas, plar)let Vlgna_
seleksi PEG ‘ daun, dan akar radlatg L hasil

pada planlet seleksi PEG
g iyl 1l
Karakterisasi Terdapat Terdapat
planlet meliputi pertumbuhan dan peningkatan
analisis tinggi, kandungan pertumbuhan dan
visualisasi, planlet klorofil pada peningkatan
hidup, dan planlet kandungan klorofil

kandungan klorofil

Gambar 3. Bagan Alir Penelitian
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4. Persiapan Medium Seleksi

Medium Murashige dan Skoog yang telah steril ditambahkan PEG
dengan konsentrasi 70% dan 80% . Sebelum digunakan, 70 gr PEG
ditambahkan 30 ml akuades, dan 80 gr PEG ditambahkan 20 ml/I.
akuades sehingga menjadi 100 ml/l. Setelah masing - masing PEG larut
disaring menggunakan kertas whatman yang dilakukan di dalam
Laminar Air Flow Cabinet, setelah disaring PEG kemudian dimasukkan
ke dalam medium steril dan diambil menggunakan pipet ukur pada
masing - masing konsentrasi PEG sebanyak 1 ml, sehingga konsentrasi
PEG pada medium yaitu 3% dan 4%. Sebelum ditanami, medium
dinkubasikan selama 3 hari pada suhu kamar (25°C) untuk memastikan
bahwa PEG telah tersaring dengan baik. Apabila dalam waktu 3 hari
tidak terjadi kontaminasi pada medium, maka medium dapat digunakan

untuk penanaman.

Sterilisasi dan Induksi Biji dengan Larutan Atonik

Biji direndam untuk diseleksi dengan mengambil biji yang tenggelam
dan memisahkan dengan biji yang mengapung diletakkan dalam cawan
petri yang telah diberi tissue, kemudian biji disterilkan dalam tiga
erlenmeyer dengan masing - masing larutan Bayclin 10%, kemudian
dibilas dengan alkohol 70%, lalu akuades 100 ml. Benih yang sudah
steril direndam dengan larutan atonik selama 60 menit. Larutan atonik
terlebih dahulu dilarutkan dengan akuades pada tiga konsentrasi yaitu
A: 0 ml/l, A: L ml/l, dan A: 2 ml/l. (Sahruramadan, 2023).

6. Penanaman Biji Dalam Seleksi PEG 6000
Biji yang telah direndam dengan larutan atonik dipindahkan ke dalam

cawan petri selanjutnya biji ditanam pada medium seleksi. Penanaman

biji kacang hijau dilakukan di dalam LAFC menggunakan pinset
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kemudian botol di tutup dengan alumunium foil dan plastic wrap.
Setiap botol kultur ditanami 3 biji, sehingga total benih yang ditanam
sebanyak 108 dalam 36 botol kultur. Biji kacang hijau tersebut
ditanam hingga menjadi planlet. Inkubasi kultur dilakukan pada
ruangan dengan penyinaran + 1000 lux, 24 jam/hari dan suhu + 20°C.

3.6. Pengamatan

Pengamatan dilakukan pada akhir minggu ke-2 dan dievaluasi untuk
mengetahui konsentrasi PEG 6000 yang toleran untuk seleksi planlet kacang
hijau secara in vitro. Setelah 1 minggu inkubasi, planlet yang masih hidup di

dalam botol kemudian dikarakterisasi dengan parameter sabagai berikut.

a. Persentase Jumlah Planiet yang Hidup

Menurut Nurcahyani dkk., (2014) persentase jumlah planlet hidup pada

tanaman kacang hijau dapat dihitung dengan menggunakan rumus yaitu:

Jumlah planlet yang hidup x 100%
Jumlah seluruh planlet

b. Visualisasi Planlet

Meliputi warna planlet setelah diseleksi PEG 6000 dengan klasifikasi
sebagai berikut: hijau, hijau dengan bagian tertentu berwarna cokelat.
Data visualisasi planlet disajikan dalam bentuk persentase, yang dihitung

dengan rumus sebagai berikut.

Jumlah planlet yang berwarna hijau/hijau coklat/coklat x 100 %
Jumlah seluruh planlet

(Nurcahyani dkk., 2014).
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c. Tinggi Planlet Hidup

Menurut penelitian Suryanegara, (2010) tinggi tanaman diukur dari
pangkal batang sampai titik tumbuh tanaman (ujung batang) diamati
mulai pada umur 1 minggu (7 hari setelah tanam) serta dinyatakan dalam

satuan centimeter (cm).

d. Analisis Kandungan Klorofil

Bahan untuk analisis kandungan klorofil yaitu menggunakan daun planet
kacang hijau yang telah diseleksi dengan PEG 6000 serta dilakukan
pengamatan menggunakan alat spektrofotometer. Adapun langkah

kerjanya sebagai berikut:

Daun kacang hijau sebanyak 0,1 g yang telah ditimbang menggunakan
neraca analitik kemudian digerus dengan mortar (pestle) dan ditambahkan
10 mL alkohol 95%. Setelah itu larutan disaring dengan kertas Whatman
dan dimasukkan ke dalam flakon serta ditutup rapat. Larutan sampel dan
larutan standar (alkohol 95%) di ambil sebanyak 1 ml., kemudian
dimasukkan dalam kuvet. Setelah itu dilakukan pembacaan serapan
dengan spektrofotometer UV pada panjang gelombang (1) 644 nm dan
663 nm, dengan ulangan tiap sampel sebanyak tiga kali. Kadar klorofil
dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut:

Klorofil total =1.07 2663 + 0.094 A644 mg/l
Klorofil a =1.77 A644 + 0.28 1663 mg/1
Klorofil b =0.79 L663 + 1.076 1644 mg/l

(Nintya, 2009).

Analisis Data

Data yang diperoleh dari pertumbuhan planlet kacang hijau selama seleksi
dengan PEG 6000 berupa data kualitatif dan data kuantitatif. Data kualitatif
disajikan dalam bentuk deskriptif komparatif dan di dukung foto.
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Sedangkan untuk mengetahui pengaruh atonik dan PEG secara kuantitatif,
data yang diperoleh dianalisis menggunakan Analysis of Variance
(ANOVA) pada taraf nyata 5%. Apabila uji tersebut dinyatakan tidak nyata
makaditentukan dengan uji lanjutan yaitu uji BNT pada taraf nyata 5%.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1. Konsentrasi larutan atonik 1 ml/lI dan 2 ml/lI belum mampu
meningkatkan pertumbuhan planlet kacang hijau yang tercekam

kekeringan secara in vitro.

2. Terdapat interaksi antara larutan atonik dengan PEG 6000 terhadap
pertumbuhan dan kandungan klorofil planlet kacang hijau (Vigna
radiata L.). Pemberian atonik 2 ml/l mampu meningkatkan tinggi
planlet tanaman dan klorofil pada kondisi tidak tercekam kekeringan.

Namun, tidak pada kondisi tercekam PEG baik 3% maupun 4%.

5.2 Saran

Perlu adanya penelitian lanjutan untuk menganalisis parameter pengamatan
lainnya pada planlet seperti parameter panjang akar, berat basah, berat
kering serta menggunakan larutan atonik dengan konsentrasi yang lebih
tinggi dari konsentrasi pada penelitian ini.
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