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Abstrak

Kedelai merupakan salah satu komoditas pangan di Indonesia. Seiring
berjalannya waktu terjadi penurunan produksi karena faktor biotik dan abiotik.
Salah satu faktor abiotik adalah salinitas (NaCl) sebagai cekaman lingkungan.
Salinitas (NaCl) mampu menurunkan produktifitas kedelai hingga mencapai 50%.
Diketahui terdapat beberapa varietas tanaman kedelai (Glycine max) yang toleran
terhadap salinitas tinggi, salah satunya varietas Anjasmoro. Tanaman kedelai
varietas Anjasmoro memiliki senyawa Glycine betaine yang termasuk metabolit
primer dalam tanaman kedelai, namun dapat diproduksi lebih banyak dalam kondisi
tercekam salinitas. Glycine betaine disintesis oleh gen BADH1 (Betaine Aldehide
Dehydrogenase 1). Respon tanaman terhadap cekaman salinitas dapat dilihat dari
morfologi dan pertumbuhan tanaman seperti warna daun, jumlah daun, tinggi
tanaman, panjang akar, berat basah, serta berat keringnya. Analisis ekspresi gen
dapat membuktikan peran gen BADH1 pada tanaman kedelai yang tercekam
salinitas. Penelitian ini dilakukan isolasi RNA total dari sampel akar tanaman
kedelai kontrol 'dan ‘'yang dicekam ‘salinitas; 'kemudian' dilakukan cDNA dan
dilakukan Polymerase Chain Reaction (PCR). Metode PCR sendiri menggunakan
primer yang didesain menggunakan consensus-sequence dari-spesies Glycine max
dan Glycine'soja. Hasil visualisasi PCR menunjukkan ampliken dari gen BADH1
berukuran 160 bp dengan tingkat ekspresi yang berbeda antara kontrol dan yang
tercekam. Diketahui bahwa konsentrasi salinitas mempengaruhi tingkat ekspresi
gen BADH1.

Kata Kunci: Glycine max, Ekspresi gen, Betaine Aldehide Dehydrogenase
(BADH1), Osmoprotektan, Polymerase Chain Reaction (PCR).



DAFTAR ISI

HALAMAN PENGESAHAN.........coiiiieeie e i
HALAMAN PERNYATAAN KEASLIAN .....ccooviiiiiiieieeese e iii
HALAMAN PERSEMBAHAN ......oooiiiiiieee s 1\
HALAMAN MOTTO ..ottt Y%
KATA PENGANTAR ...t Vi
ABSTRAK L.t viii
DAFTAR TSI ..o bbbt IX
DAFTAR TABEL .....oooi ittt ettt sta s a st ste e naenaeneas X
DAFTAR GAMBAR ..ottt sttt st sre st sneseesns Xi
DAFTAR LAMPIRAN ..ottt et ste e a et na e Xii
BAB | PENDAHULUAN ....cccoii ittt 1
A. Latar Belakagll”......m. Y. Y. H..... ..., 1
B. RUMUSAN MaSalah ........cccovoiiiiiiiiiieiisisi e 5
C. Tujuan...........HGE. . . . 6% - -&&Fd. ... 5
D. Manfaat Penelitian .........cccoooiiiiiiiinniinisineieese e 5
BAB 1 TINJAUAN PUSTAKA . ...t ciiti st 7
A. Tanaman Kedelai ..o, 7
B. Cekaman Lingkungan Kedelai...........cccccooviiiininiiiiiice 12
C. Respon Tanaman Kedelai ..............oe . csmiiiiiimiiii e 14
BAB |1l METODE PENELITIAN. ............citiiiiiieeieiiee vt e, 21
A. Waktu dan TemMPat..... oo derieae e sns e 21
B. Alat dan Bahan............cocii ittt 21
C. ProsSedur KeIa........ouieiieiiuseitee e tesaae e eeieeieesiessbe e st e eeesseeaieenseeas 22
BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN .........oovoiiiiiiinieriee e, 30
A. Penanaman Kedelai dan Perlakuan ..........cccccoooniiiiiiiiiiiiicien, 30
B. Pengamatan Morfologi dan Pertumbuhan Tanaman........................ 31
C. Isolasi RNA Total dan SinteSiSCDNA.. i 4. b st it e 41
D. DESAIN PrIMBE . .. i e esear e srestsreeeanreseesssess e snneebe e spangesseeneesseeseens 43
E. Ekspresi Gen Penyandi GlisinBetain (BADH1)......bc.ccveodeiiecnnneen, 44
BAB VRENST P A A N AN MmN 48
A. Kesippulagmy... . R/ A B R D Th oo Ao eeeeneenes 48
B. Saranf... N SRR AN OGN R O 48
DAFTAR PUSTAKA ...ttt 50



DAFTAR TABEL

Tabel.1 Kriteria tanaman kedelai varietas Anjasmoro (Balitkabi, 2006)..... 11

Tabel 2. Konversi Konsentrasi NaCl dalam ppm dan mg/L ...........cccccueee... 22
Tabel 3. Volume reagen Sintesis CONA .........cccooeiieiie i 26
Tabel 4. Volume reagen PCR........ccooi i 27
Tabel 5. Tahapan dan kondisi reaksi RT-PCR..........ccccccccviviviiiieiiecc e, 27

Tabel 6. Efek cekaman salinitas (NaCl) pada tanaman kedelai setelah 7 hari
perlakuan.... 5o S w7 ..., 33
Tabel 7..Efek cekaman salinitas pada daun tanaman kedelai ...................... 33
Tabel 8. Hasil pengukuran pH tanah pada hari ketujuh setelah pemberian
perlakuan larutan NaCl dengan variasi Konsentrasi....cccivaiececiecicceenenn, 40
Tabel 9. Hasil spektrofotometri RNA Total...............ccoooiieiii i, 41

Tabel 10. Sekuens dan keterangan Primer ..............ccccveveiveeneeceeseesreseeseean 44



Gambar 1.

Gambar 2.

Gambar 3.

Gambar 4.

Gambar 5.

Gambar 6.

Gambar 7.

Gambar 8.

DAFTAR GAMBAR

Hasil rerata panjang akar pada tiap perlakuan NaCl................... 34
Hasil rerata pertambahan tinggi tanaman tiap perlakuan NaCl.. 35

Hasil rerata pertambahan jumlah daun tiap perlakuan NaCl...... 36

Hasil rerata berat basah tanaman tiap perlakuan NaCl .............. 38
Hasil rerata berat kering tanaman tiap perlakuan NacCl ............. 39
Hasil elektroforesis amplifikasi gen BADHL.............c.cccoveeeneee. 45
Komposisi media yang digunakan pada tiap perlakuan tanaman

kedelai....... FQ . ....00. ... BB ...........ocovrrveerrennn, 56
Jenis benih Anjasmoro yang digunakan dalam penelitian ini, dari

Balitkabi Malang ............cccieiiiiiii e 56



DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran 1. Persiapan media tanam ...........ccceevivvenieeneeieeseese e 56

Lampiran 2. Hasil pengamatan morfologi dan pertumbuhan tanaman kedelai

Lampiran 3. Perhitungan data pengamatan morfologi dan pertumbuhan
tanaman kedelai.....c.ciu... vt commnene st 58

Lampiran 4. Dokumentasi penelitian tanaman kedelai dengan perlakuan

Lampiran 5. Visualisasi elektroforesis hasil isolasi RNA total.................... 63
Lampiran 6. Sekuens templat gen BADH1 (MRNA) dan sekuens templat
consensus sequence gen BADH1 dari spesies Glycine max dan
GIYCINE SOJA vevevtiuc bttt sneeneenennsane b eneenees 64
Lampiran 7. Hasil desain primer dan situs penempelan primer reverse dan
forv@iih............. 0N O N ............. . ... 65
Lampiran 8. Hasil pemesanan Primer ..o 66
Lampiran 9. Hasil perhitungan ulang Tm primer di

https://mwwithermofisher ot e . L4 o e A e, 70

Lampiran 10. Perhitungan hitungan amplikon: ... d i, 71


https://www.thermofisher.com/

BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Kedelai (Glycine max L. Merill) adalah salah satu tanaman yang
berasal dari China dan sampai saat ini menjadi salah satu komoditas bahan
pangan masyarakat di Indonesia (Kusuma, 2016). Peningkatan jumlah
permintaan kedelai di Indonesia terus melonjak sehingga pemerintah
Indonesia bekerjasama dengan negara lain untuk mencukupi permintaan
masyarakat di Indonesia. Impor kedelai selama ini banyak dipasok dari
Amerika Serikat (AS). Namun kedelai produksi negeri Paman Sam itu
berasal dari benih GMO (Genetically Modified Organisms) atau hasil
transgenik (Balitkabi M. , 2018). Kebutuhan industri pangan dalam
komoditas kedelai di Indonesia rata-rata sebanyak 2,3 juta ton biji
kering/tahun. . Sementara, produksi dalam_negeri rata-rata lima tahun
terakhir sebesar 982,47 ribu ton biji kering atau 43% dari kebutuhan

(Balitkabi M. , 2018).

Produksi kedelai yang rendah dipengaruhi oleh beberapa faktor
seperti kekurangan lahan, minat kerja pertanian rendah, alokasi lahan
pertanian, dan gagal panen. Gagal panen bagi para petani kedelai
disebabkan oleh faktor biotik dan abiotik di lahan. Faktor biotik yang sering

terjadi di lahan adalah berupa serangan hama. Faktor abiotik pada tanaman



kedelai yaitu seperti cuaca dan kondisi lahan. Kondisi lahan sangat
mempengaruhi pertumbuhan kedelai, salah satu contoh yaitu cekaman

lingkungan berupa cekaman salinitas (Dyah & Taufig, 2017).

Menurut Herawati, et al (2018), salinitas adalah salah satu cekaman
abiotik yang sangat berpengaruh terhadap hasil produksi dan kualitas
tanaman. Potensial osmotik tanah mengalami penurunan sehingga
ketersediaan air bagi tanaman menjadi turun. Menurut Kuswantoro (2011),
konsentrasi ion yang meningkat menjadi bersifat racun bagi tanaman
sehingga memacu ketidaksetimbangan dalam struktur kimia dan fisika pada
tanah. Berdasarkan sumber Zhang & Becker (2015) menyatakan bahwa
tingkat adaptasi kedelai terhadap Na berdasarkan Na yang dapat
dipertukarkan di lapangan memiliki tingkat kepekaan dengan ambang batas
salinitas bagi kedelai mencapai 5,0 ds/m (3200 ppm) dan penurunan hasil
20,0 %/dsm™. Salinitas di lahan dapat disebabkan oleh faktor cuaca seperti

kekeringan dan letak geografis lahan tersebut tidak jauh dari pesisir pantai.

Salinitas menyebabkan efek bagi tanaman kedelai baik secara
morfologi, fisiologi, maupun molekular. Efek terebut berupa peningkatan
tekanan osmotik atau penurunan potensial osmotik. Hal itu dapat
menurunkan daya serap tanaman terhadap air sehingga produktivitas
tanaman juga mengalami penurunan. Pada kondisi tersebut tanaman
membutuhkan energi sangat besar untuk penyerapan air dan
mempertahankan tekanan turgor sel. Apabila tanaman tidak memiliki energi

cukup besar untuk penyerapan air dan nutrisi sekaligus menjaga tekanan



turgor sel maka penyerapan dan proses transpirasi tanaman terhambat
perlahan dan tanaman kedelai akan mengalami kematian. Peningkatan
konsentrasi Na* dalam tanah dapat menurunkan konsentrasi Ca?* dan K*
dalam jaringan tanaman kedelai. Penurunan konsentrasi Ca?* pada tanaman
dapat mengganggu aktivitas dan integritas membran sel sekaligus
mengakumulasikan Na* dalam jaringan tanaman. Tingginya ion Na* dapat
menghambat pertumbuhan dan terjadi perubahan morfologi dan anatomi

tanaman kedelai menurut Kristiyono, et al., (2013).

Adaptasi tanaman kedelai dalam cekaman salinitas dengan
memproduksi senyawa Glisin Betain sebagai senyawa osmoprotektan.
Osmoprotektan adalah senyaawa yang diproduksi secara alami oleh
organisme atau sintetik yang bertujuan melindungi sel dari keadaan aktivitas
air yang rendah. Contoh dari osmoprotektan diantaranya adalah prolin,
glisin betain, glutamat, ektoin dan lainnya (Krisnawati & Muchlish, 2009).
Salah satu senyawa penting untuk adaptasi tumbuhan yaitu glisin betain.
Glisin betain adalah hasil dari metabolit primer sebagai_pertahanan tekanan
osmosis di dalam ‘sel tanaman dan ekspresi meningkat ‘pada saat kondisi
tercekam salinitas. Glisin betain disintesis melalui dua jalur yang berbeda
dari dua substrat seperti kolin dan glisin, hal ini bergantung pada mode

oksidasi kolin yang diaktifkan (Kishor, et al., 2015).

Sintesis glisin betain dibantu oleh keberadaan enzim Choline
Monooxigenase (CMO). Pada tanaman, enzim Choline Monooxygenase

(CMO) pertama-tama mengubah kolin menjadi betaine aldehyde dan



kemudian enzim Betaine Aldehyde Dehydrogenase (BADH) menghasilkan
glisin betain dengan keberadaan NAD™. Aktivitas enzim CMO dipengaruhi
oleh salinitas lingkungan. Kadar garam tinggi di lingkungan meningkatkan
kinerja enzim CMO. Aktivitas enzim yang meningkat merupakan indikator

adanya respons stres terhadap garam tinggi (Giri, 2011).

Setiap tanaman mempunyai respon salinitas yang berbeda-beda,
salah satunya adalah kedelai. Menurut Ali Jamil, et al., (2016) diantara
varietas kedelai yang dianggap toleran terhadap salinitas tinggi yaitu
varietas Anjasmoro. Kedelai Anjasmoro juga sering digunakan dalam
pembuatan banyak olahan makanan. Tanaman ini memiliki respon salinitas
dengan ambang batas 5 dS/m (3200 ppm). Diatas nilai tersebut pertumbuhan
tanaman kedelai akan menurun (Dyah, 2016). Diduga terjadi peningkatan
kemampuan adaptasi kedelai di lapangan sehingga varietas kedelai pada
umumnya dapat bertahan sampai ambang batas salinitas kedelai dicapai
DHL (Daya Hantar Listrik) tanah/Ece 7,5 dS/m (4800 ppm) (Dyah &

Taufiq, 2017).

Respon terhadap salinitas tersebut tidak-terlepas dari keberadaan
gen BADH1 yang mengekpresikan glisin betain. Gen tersebut berperan
dalam mengkode glisin betain yang berperan dalam pertahanan terhadap
cekaman lingkungan salah satunya salinitas (Elwany, et al., 2010).
Pentingnya gen tersebut dalam mekanisme adaptasi tumbuhan kedelai
memerlukan adanya analisis lebih lanjut terhadap ekspresi dari gen BADH1

tiap bagian tanaman (akar), serta respon morfologi tanaman (Elwany, et al.,



2010). Penelitian ini dilakukan guna menganalisis ekspresi gen BADH1

pada tanaman yang beradaptasi dalam kondisi salinitas tinggi, yang

berperan dalam biosintesis dari senyawa glisin betain sekaligus pengamatan

respon morfologi tanaman kedelai anjasmoro terhadap cekaman salinitas.

B. Rumusan Masalah

1.

Bagaimana tingkat ekspresi gen BADH1 pada tanaman kedelai pada
kondisi tercekam salinitas ?

Bagaimana respon morfologi dan pertumbuhan tanaman berdasarkan
jumlah daun, warna daun, tinggi tanaman, panjang akar, berat basah dan

berat kering tanaman kedelai dalam kondisi tercekam salinitas ?

C. Tujuan Penelitian

1.

Menganalis hasil ekspresi gen BADH1 pada tanaman kedelai pada
kondisi tercekam salinitas.
Mengetahui respon morfologi dan pertumbuhan tanaman kedelai dalam

kondisi tercekam.

D. Manfaat penelitian

1.

Sebagai acuan informasi molekular perihal ekspresi gen BADH1 pada
tanaman kedelai yang tercekam namun memiliki gejala positif.
Sebagai langkah awal pemuliaan tanaman kedelai guna menghasilkan

kualitas unggul baru dalam hal ini bisa dilakukan hibridasi.



3. Sebagai acuan bagi para petani kedelai perihal gejala yang ditimbulkan

pada kondisi tercekam salinitas.



BAB V
PENUTUP

A. Kesimpulan

Tingkat ekspresi gen BADH1 dapat dilihat berdasarkan
kemunculan pita amplikon dengan berukuran kisaran 160 bp dari hasil
amplifikasi menggunakan primer gen BADH1. Sampel akar yang
diisolasi dari perlakuan 0 ds/m dan 5 ds/m menunjukkan tingkat ekspresi
gen yang berbeda. Peningkatan ekspresi gen lebih banyak pada
perlakuan salinitas 5 dS/m. Pada sampel akar kontrol memunculkan pita
DNA lebih tipis dibanding dengan pita DNA akar perlakuan. Perlakuan
6 dS/m dan 7,5 dS/m belum dapat disimpulkan karena belum dilakukan
visualisasi. Respon morfologi dan pertumbuhan tanaman kedelai berupa
gejala abnormalitas pada tinggi tanaman, panjang akar, warna daun,

jumlah daun, berat basah dan berat kering tanaman kedelai.

B. Saran

Optimasi PCR perlu dilakukan secara penuh dan lebih detail
pada primer non-consensus sequence dan consensus sequence agar
dapat mengetahui hasil yang lebih baik. Basis data gen BADH1 yang
digunakan untuk desain primer perlu diperluas kembali terutama pada
spesies Glycine max dan Glycine soja. Transfer dan sequencing
database tersebut dapat membantu menambah informasi terkait panjang

basa gen dan urutan gen sehingga membantu dalam desain primer yang



lebih spesifik dan ekspresi gen dapat diketahui. Pada beberapa tanaman
pangan juga dapat mengekspresikan gen BADH1 sehingga dapat dikai
lebih luas kembali. Hal ini karena senyawa glisin betain bersifat
metabolit primer pada sebagian tanaman, termasuk tanaman kedelai.
Selain itu, terdapat beberapa gen yang diekspresikan selain glisin betain
dalam proses mempertahankan diri tanaman terhadap cekaman salinitas,

sehingga dapat dikaji lebih jauh menggunakan metode yang sama.
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