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Abstrak

Cekaman kekeringan menurunkan pertumbuhan dan perkembangan tanaman
yang bahkan berdampak terhadap pengurangan produktivitas tanaman. Tanaman
mengaktifkan berbagai mekanisme fisiologi pertahanan terhadap stres air. Penelitian ini
bertujuan untuk membandingkan kadar prolin (Pro), asam absisat (ABA), dan
kandungan air relatif (KAR) pada jaringan daun tanaman Cs dari bayam (Amaranthus
hybridus) dan C, dari kangkung (Ipomea reptana) pada lama cekaman kekeringan 2
hari, 4 hari, 6 hari dan 8 hari. Parameter yang diukur adalah kandungan Pro, ABA, dan
KAR pada kedua daun tanaman A. hybridus dan I. reptana pada setiap periode
cekaman. Hasil studi menunjukkan konsentrasi Pro yang lebih tinggi pada tanaman
kangkung selama 6 hari dan 8 hari. Prolin tertinggi dihasilkan oleh tanaman 1. reptana
pada durasi cekaman paling lama yaitu 8 hari (1.56 pmol prolin/g daun). Sedangkan
nilai KAR tertinggi ditunjukkan oleh tanaman A. hybridus yaitu 1.00% pada lama
cekaman 8 hari. Tingginya nilai Pro pada I. reptana merupakan respon fisiologi
terhadap penurunan nilai KAR. Konsentrasi ABA yang tinggi pada A. hybridus yaitu
sebanyak 3878.12/100 g sampel daun merupakan strategi tanaman C; dalam
mengurangi laju transpirasi. Di sisi lain, tanaman C,4 yaitu . reptana menunjukkan
mekanisme  pertahanan  dengan  meningkatkan = osmoregulator Pro  untuk
menyeimbangkan osmotik sel saat nilai KAR menurun pada cekaman berkepanjangan.

Kata kunci— asam absisat, C3, C4, kandungan air relatif, prolin

Abstract

Drought stress reduces plant growth and development that even reduces crop
productivity. Plants activate various physiological defense mechanisms against water
stres. This study aimed to compare the contents of proline (Pro), abscisic acid (ABA),
and relative water content (KAR) in the leaves tissue of C; plants from spinach
(Amaranthus hybridus) and C, from water spinach (Ipomea reptana) during drought
stress of 2 days, 4 days, 6 days, and 8 days. The parameters measured were the content
of Pro, ABA, and KAR in both leaves of A. hybridus and I. reptana at each stress
period. The results of the study showed that the concentration of Pro was higher in
water spinach at 6 days and 8 days of drought stress. The highest proline was
synthesized by I. reptana at the longest-term stress of 8 days (1.56 umol proline/g leaf).
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While the highest KAR value was shown by A. hybridus, namely 1.00% at 8 days stress.
The high value of Pro in I. reptana was a physiological response to the decrease of KAR
value. The high ABA concentration in A. hybridus as much as 3878.12/100 g leaf
samples is a strategy for C3 plants to reduce the transpiration rate. On the other hand,
the C, plant of I. reptana demonstrated a defense mechanism by increasing the Pro
osmoregulator to balance the osmotic cells when the KAR value decreased under
prolonged stress.

Keywords— abscisic acid, Cs, C4, proline, relative water content
1. PENDAHULUAN

Cekaman kekeringan menghambat proses metabolisme, proses pertumbuhan dan
perkembangan tanaman [1]. Dampak negatif ini cukup menurunkan produktivitas
pertanian [2,3]. Stres abiotik ini disebabkan oleh rendahnya ketersediaan air di daerah
rizosfer dan atau laju transpirasi melebihi penyerapan air. Cekaman air menurunkan
potensial air dalam jaringan tanaman dan menahan laju penambahan volume sel.
Tanaman merespon cekaman ini dengan meningkatkan produksi senyawa reactive oxygen
species (ROS) yang menghambat fotosintesis, respirasi, dan struktural sel tumbuhan [4].

Tumbuhan memiliki mekanisme khusus dalam mengatasi cekaman kekeringan.
Akumulasi prolin (Pro) dan asam askorbat (ABA) merupakan metabolit sekunder yang
dihasilkan sebagai respon akibat defisit air dan cekaman salinitas. Senyawa ini lebih
banyak ditemukan pada tanaman yang toleran terhadap cekaman [5]. Prolin berfungsi
sebagai osmoregulator, melindungi membran dan protein terhadap tingginya konsentrasi
ion-ion anorganik dan suhu ekstrim. Saat cekaman kekeringan, indikator utama
kelayuan dan penurunan parameter pertumbuhan ditandai dengan penumpukan prolin
yang tinggi pada akar tanaman [6]. Selain prolin, hormon asam absisat berperan sebagai
agen reduksi yang dapat menetralisir spesies oksigen reaktif (ROS) seperti hidrogen
peroksida dan penginduksi penutupan stomata saat tercekam air [7].

Status air jaringan tanaman merupakan salah satu indikator ketersediaan air
tanah. Campos et al. [8] melaporkan bahwa tanaman yang mengalami kekeringan akibat
kehilangan air tanah menyebabkan penurunan potensial air daun dan rendahnya
konduktansi stomata. Lebih lanjut, cekaman air pada jaringan tanaman ini menyebabkan
penurunan asimilasi CO, akibat rendahnya laju karboksilasi dan regenerasi ribulosa 1.5-
bifosfat (RuBP).

Penelitian mengenai mekanisme fisiologi pada tanaman Cj3; dan C4 dari jenis
sayuran masih minim, khususnya kajian prolin dan asam absisat. Tujuan dari studi ini
adalah untuk membandingkan kadar prolin, asam absisat, dan kandungan air relatif pada
jaringan daun tanaman Cj3 dari bayam (Amaranthus hybridus) dan C, dari kangkung
(Ipomea reptana) pada lama cekaman kekeringan 2 hari, 4 hari, 6 hari dan 8 hari.

2. METODE PENELITIAN

2.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada Mei 2015 s.d. Juli 2015. Penanaman dan
analisis kandungan prolin, ASA, dan KAR dilakukan di Rumah Kaca dan Laboratorium
Fisiologi Tumbuhan Departemen Biologi, FMIPA, Institut Pertanian Bogor.
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2.2 Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan yaitu benih bayam (A. hybridus), benih
kangkung (I. reptana), polibag, media tanam (tanah dan kompos), asam sulfosalisilik
3%, asam metafosforik, DCIP, asam askorbat, ninhidrin, asam asetat glacial, 6 mol
H3PO,, toluene, prolin, akuades, kertas saring whatman, labu ukur, mortar dan alu,
tabung reaksi, vortex, oven, spektrofotometer, timbangan analitik, kompor, panci,
corong, alat titrasi, pipet tetes, pipet volume, cawan petri, kuvet, gelas kimia, dan alat
pelubang daun (cod borer).

2.3 Penanaman dan pemeliharaan tanaman

Benih bayam (A. hybridus), dan kangkung (I. reptana) ditanam pada polibag
yang telah berisi media tanam (tanah dan kompos dengan perbandingan 3:1), masing-
masing 4 biji per polibag. Penyiraman dilakukan setiap hari di pagi dan sore hari sampai
tanaman berumur 1.5 bulan. Kemudian setiap tanaman diberi cekaman kekeringan
selama 2 hari, 4 hari, 6, dan 8 hari. Daun tanaman dipetik untuk dianalisa kandungan
prolin, ASA (Asam Askorbat), dan KAR (Kandungan Air Relatif).

2.4 Analisis Kandungan Prolin

Sebanyak 0.5 g daun diekstraksi dalam 10 ml asam sulfosalisilik 3%
menggunakan mortar kemudian disaring dengan kertas saring. Larutan asam ninhidrin
dibuat dengan melarutkan 1.25 g ninhidrin dalam campuran 30 ml asam asetat glasial
dan 20 ml 6 M H3PO, hangat hingga larut, didinginkan dan disimpan pada suhu 4°C.
Sebanyak 2 ml filtrat direaksikan dengan 2 ml larutan asam ninhidrin dan 2 ml asam
asetat glasial pada tabung reaksi selama 1 jam pada suhu 100°C, kemudian proses
diakhiri dalam ice bath. Selanjutnya campuran ini diekstraksi dengan 4 ml toluene,
dihomogenkan dengan vortex, dan diukur absorbansinya pada 520 nm menggunakan
spektofotometer. Larutan toluene digunakan sebagai larutan blanko. Konsentrasi prolin
ditentukan dengan kurva standar prolin murni dan dihitung berdasarkan berat sampel
dengan rumus (1):

pmol prolin/g daun = ug prolin/ml (ppm)xvol.toluene/115.5 ug prolin/umol (1)
massa sampel/5

2.5 Analisis Kandungan ASA

Sebanyak 0.5 gram sampel daun digerus dengan 5% asam metafosforik dan
disaring menggunakan kertas saring. Larutan hasil saringan dititrasi dengan
dichlorophenol-indophenol (DCIP) 0.8 g/l. Larutan DCIP distandarisasi dengan larutan
asam askorbat murni. Jika terjadi perubahan warna larutan menjadi warna pink, titrasi
dihentikan. Konsentrasi ASA dihitung menggunakan rumus (2) dan (3) berikut Reiss,
1993):

Standarisasi larutan ASA; A340m9) _ ___4mg ASAmurni 2)

7 mg DCIP ~ DCIP yang dititrasi (ml)

Kandungan ASA per 100 g sampel:

mg ASA x total volume ekstrak (ml) 100 (3)

volumen DCIP (ml) massa sampel (g)
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2.6 Analisis KAR

Daun tanaman yang telah berkembang sempurna di lubangi dengan cod borer
berdiameter 0.5 cm sebanyak 10 potong, ditimbang menggunakan timbangan analitik
sehingga diperoleh berat basah. Sampel direndam dalam akuades selama 24 jam,
kemudian timbang kembali untuk menghasilkan berat jenuh. Selanjutnya sampel
dikeringkan dalam oven pada suhu 60°C dan diukur berat kering. Kandungan Air
Relatif (KAR) dihitung menggunakan rumus sebagai berikut (4) :

. . _ Berat basah (g)—Berat kering (g) 0
Kandungan Air Relatif (KAR) = Berat jenuh (9)—Berat kering () 100 % 4

2.7 Analisis Data

Pengaruh jenis tanaman yaitu bayam (A. hybridus) dan kangkung (l. reptana)
pada setiap lama cekaman dan rewatering terhadap parameter kandungan prolin, ASA
dan KAR dibandingkan menggunakan uji Independent Sample t-test dengan a = 5%.
Seluruh analisis data dilakukan menggunakan SPSS ver.25.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Kandungan prolin (Pro) pada kangkung (Ipomea reptana) nyata lebih tinggi
dibandingkan bayam (Amaranthus hybridus) pada lama cekaman 6 hari dan 8 hari
(Tabel 1). Sedangkan bayam menunjukkan konsentrasi Pro yang secara signifikan lebih
tinggi dibandingkan kangkung pada perlakuan kontrol dan lama cekaman 4 hari (Tabel
1). Hal ini membuktikan bahwa tanaman kangkung yang tergolong jenis C4
meningkatkan produksi senyawa terlarut berupa Pro jika tercekam kekeringan pada
durasi yang lebih lama. Adaptasi ini merupakan osmoregulator dan osmoprotektan
sebagai bentuk mekanisme fisiologi tanaman dalam mempertahankan turgor sel dan
keseimbangan osmotik. Szabados & Savouré [9] mengemukakan bahwa Pro
mempertahankan homeostatis dan reaksi redoks sel sebagai bentuk fungsi
osmoregulator dan memicu eskpresi gen terikait pemulihan tanaman setelah tercekam.
Durasi cekaman yang lebih lama bahkan meningkatkan konsentrasi Pro pada daun [10]
dan akumulasi metabolit sekunder [11].

Tabel 1. Pengaruh cekaman kekeringan terhadap kandungan prolin bayam (A. hybridus) dan
kangkung (1. reptana)

Perlakuan Bayam Kangkung

Kontrol 1.55 (0.005)** 1.42 (0.000)**
Cekaman 2 hari 1.57 (0.017)ts 1.55 (0.015)ts
Cekaman 4 hari 1.71 (0.022)** 1.60 (0.018)**
Cekaman 6 hari 1.54 (0.005)** 1.59 (0.009)**
Cekaman 8 hari 1.49 (0.005)** 1.56 (0.009)**

Nilai menunjukkan mean + SE. *p < 0.01. **p < 0.05. “tidak signifikan. Data diuji dengan Independent Sample t-
test pada p < 0.05. BB — Berat Basah.

Perlakuan kontrol dan cekaman selama 8 hari menunjukkan kandungan air
relatif yang signifikan lebih tinggi pada tanaman bayam dibandingkan kangkung
(Gambar 1). Tingginya Pro pada kangkung selama tercekam kekeringan 8 hari
merupakan indikasi dari kandungan air relatif yang menurun dalam jaringan daun.
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Penanda KAR yang rendah memicu peningkatan biosintesis Pro oleh tanaman C, yaitu
kangkung. Sedangkan indikator KAR yang lebih tinggi pada tanaman bayam dengan
lama cekaman 8 hari mungkin disebabkan oleh konsentrasi fitohormon ABA yang
relatif lebih tinggi sejak perlakuan cekaman pertama hingga 6 hari cekaman (Gambar
2). Periode lebih lama pada 8 hari cekaman justru menurunkan nilai ABA pada bayam.
Hal ini dapat dikaitkan dengan kandungan Pro yang rendah dan menunjukkan tren yang
cenderung menurun pada bayam seiring dengan meningkatnya periode cekaman.
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Gambar 1. Pengaruh cekaman kekeringan terhadap KAR (Kandungan Air Relatif) pada bayam
(A. hybridus) dan kangkung (I. reptana). Nilai menunjukkan mean = SE. Data diuji
menggunakan Independent Sample t-test pada p < 0.05.
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Gambar 2. Pengaruh cekaman kekeringan terhadap kandungan ABA (asam absisat) bayam (A.
hybridus) dan kangkung (I. reptana).

Tanaman yang stres kekeringan menunjukkan peningkatan Pro namun terjadi
reduksi enzim rubisko, nitrat reduktase dan ATP-sulfurilase sehingga menurunkan
asimilasi karbon, nitrogen, dan sulfur [12]. Lebih lanjut Nazar et al. [12] membuktikan
bahwa parameter pertumbuhan dan fotosintesis mengalami peningkatan ketika
ditambahkan asam absisat eksogen. Pada penelitian ini, secara fisiologi tanaman bayam
menunjukkan konsentrasi ABA yang relatif lebih tinggi dibandingkan kangkung selama
perlakuan cekaman kekeringan (Gambar 2). Namun hal ini tidak diikuti dengan
peningkatan Pro. Fitohormon ini menginduksi penutupan sebagian stomata sebagai
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respon terhadap cekaman kekeringan untuk menghambat laju evapotranspirasi dan
fotorespirasi pada tanaman Cs. Walaupun pada kondisi stomata tertutup, dibandingkan
tanaman C;, tanaman C; mampu mempertahankan konsentrasi CO, internal untuk
fiksasi oleh enzim rubisko sehingga mencegah jalur fotorespirasi. Karbon ini berasal
dari fiksasi CO, oleh enzim PEP karboksilase yang membentuk simpanan senyawa
berkarbon empat seperti malat yang tinggi pada jaringan mesofil saat stomata terbuka
[13]. Secara anatomi, fiksasi senyawa berkarbon empat berlangsung dalam seludang
pembuluh yang hanya terspesialisasi pada jaringan daun tanaman C, [14]. Jika dilihat
dari aspek morfologi, Hamama & Murniati [15] melaporkan bahwa penambahan ABA
mampu memperbaiki viabilitas dan vigor tanaman yang tercekam kekeringan.

Peningkatan ROS yang tajam saat cekaman menginduksi biosintesis Pro [16].
Hasil penelitian ini juga membuktikan bahwa Pro yang tinggi pada tanaman C,
merupakan bentuk antioksidan alami dalam menangkal pembentukan senyawa ROS
(reactive oxygen species) yang bersifat toksik terhadap metabolisme dan komponen
struktural sel. Dengan demikian, tanaman C3; dan C, menunjukkan mekanisme yang
berbeda terhadap penanganan stres kekeringan. Kangkung mengaktifkan gen-gen terkait
sintesis osmoregulator terlarut ini dalam jumlah besar ketika kandungan air relatif
jaringan menurun pada stres kekeringan berkepanjangan. Selain prolin, ekspresi gen
asam absisat juga ditingkatkan pada tanaman bayam untuk mencegah kehilangan air
yang berlebih dengan mempertahankan nilai KAR.

Cekaman kekeringan mengakibatkan tumbuhan dengan jalur fotosintesis C3akan
menutup stomatanya pada kondisi kekeringan. Hal ini menyebabkan fotosintesis netto
menurun dan fotorespirasi meningkat. Akan tetapi, tumbuhan C, mempunyai
kemampuan menyediakan CO, pada sisi aktif rubisko walaupun kondisi cekaman
kekeringan menginduksi stomata tertutup sehingga cukup efisien dalam menghemat air.

4. KESIMPULAN

Kandungan prolin pada tanaman kangkung (. reptana) lebih tinggi
dibandingkan bayam (A. hybridus) pada lama cekaman 6 dan 8 hari. Nilai KAR yang
tinggi ditunjukkan oleh bayam dibandingkan kangkung pada cekaman terlama yaitu 8
hari. Konsentrasi ABA pada bayam cenderung lebih tinggi dibandingkan kangkung
selama periode cekaman kekeringan.
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