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Kandungan Klorofil Daun Planlet Tomat (Lycopersicum esculentum Mill) Hasil Seleksi
dengan Asam Salisilat Secara In vitro

Lindawati , Endang Nurcahyani, dan Zulkifli
Fakultas MIPA Universitas Lampung

Abstrak

Kajian tentang efek penambahan asam salisilat dengan konsentrasi 0, 15, 30, 45, dan 60 ppm
ke dalam medium MS terhadap kandungan klorofil a,b, dan total planlet daun tomat yang
ditanam pada medium tersebut telah dilaksanakan dilaboratorium kultur jaringan dan
mikrobiologi Fakultas MIPA Universitas Lampung dari bulan Juni sampai Agustus 2014.
Dalam penelitian ini digunakan rancangan acak lengkap dengan 6 ulangan.Analisis ragam
dan uji BNT dilakukan pada taraf nyata 5%.Perhitungan dan ekstraksi klorofil dilakukan
dengan metode Arnon (1949).Pelarut yang digunakan adalah alkohol 70%. Absorbansi
diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 645, 663 dan 683 nm. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa kandungan klorofil a,b, dan total planlet daun tomat
mengalami penurunan secara nyata pada konsentrasi asam salisilat dalam medium MS 15, 30,
dan 45 ppm, sedangkan pada konsentrasi 60 ppm terjadi peningkatan kandungan klorofil a, b,
dan total di bandingkan dengan kontrol.

Kata kunci: planlet tomat, klorofil, asam salisilat, medium MS



PENDAHULUAN

A. Latar Belakang dan Masalah
Tomat (Lycopersicum esculentum Mill) termasuk sayuran buah yang tergolong tanaman
semusim berbentuk perdu dan termasuk kedalam familia Solanaceae. Manfaat dari buah
tomat selain untuk dikonsumsi sebagai tomat segar dan bumbu masak, juga sering
dimanfaatkan untuk bahan baku industri (Pitojo, 2005; Wasonowati, 2011).

Masalah yang sering dihadapi oleh petani dalam budidaya tomat adalah infeksi mikroba
patogen penyebab penyakit.Mikroba patogen yang sering menyerang tanaman tomat
adalah Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici (Fol).Fol dapat menghambat pertumbuhan
suatu tanaman, sehingga perlu adanya pencegahan (Soesanto dan Rahayuniati, 2009).

Salah satu alternatif cara pengendalian penyakit yang efisien, efektif dan aman terhadap
lingkungan, antara lain menggunakan varietas yang tahan atau resisten (Nurcahyani,
2013). Penggunaan varietas unggul yang tahan terhadap Fol dengan daya hasil tinggi
merupakan salah satu alternatif pengendalian penyakit yang penting dan tidak
menimbulkan dampak negatif seperti penggunaan pestisida (Ambar, et al.,
2003).Pengembangan kultivar tahan Fol tersebut dapat dilakukan antara lain dengan
metode seleksi in vitro yaitu mengkulturkan eksplan berupa jaringan atau organ pada
medium yang mengandung asam salisilat konsentrasi selektif (Suryanti, et al., 2009).

Asam salisilat (AS) merupakan signal penting dalam ketahanan tanaman, digunakan sebagai
senyawa pengimbas ketahanan tanaman pisang terhadap penyakit layu Fusariumoxysporum
(Suryanti, et al., 2009). Asam salisilat juga dapat digunakan untuk pencegahan layu Fusarium
oxysporum pada tanaman tomat (Sujatmiko, et al., 2012).Penelitian ini dilakukan untuk
mendapatkan kandidat planlet tomat (Lycopersicum esculentum Mill) yang tahan terhadap
asam salisilat secara in vitro. Planlet tomat yang tahan asam salisilat nantinya apabila
diregenerasikan menjadi tanaman dapat diharapkan menghasilkan galur yang tahan
terhadap infeksi Fol, dengan demikian akan dapat meningkatkan kembali kualitas dan
produksi tanaman tomat di Indonesia.

B. Tujuan Penelitian
Mengetahui dan menganalisis karakter ekspresi yang spesifik pada planlet tomat tahan
asam salisilat secara in vitro meliputi kadar klorofil total, klorofil a, dan klorofil b.

Fusarium oxysporum secara umum dapat bertahan di dalam tanah sebagai klamidospora yang
merupakan bentuk modifikasi dari miselium.Patogen ini dalam bentuk klamidospora dapat
bertahan hingga bertahun-tahun.Hal ini menyebabkan pengendalian serangan Fusarium
Oxysporum menggunakan fungisida tidak efektif.Pada penelitian sebelumnya penggunaan
fungisida hanya bisa menurunkan tingkat serangan Fom (Fusarium oxysporum f.sp. melonis)
pada melon maksimal sebesar 40% (Zitter, 1998cit Sujatmiko et al., 2012). Oleh karena itu,
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perakitan tanaman tahan terhadap Fom adalah cara yang efektif dan ramah lingkungan untuk
pengendalian serangan Fom (Sujatmiko,et al., 2012).

Infeksi gen yang bersifat patogen mampu menginduksi Systemic Acquired

Resistance (SAR) dari tanaman. SAR merupakan sebuah respon sistemik pada

tumbuhan yang terjadi akibat serangan seperti infeksi oleh patogen.Respon sistemik ini
berupa rangsangan pada sel tumbuhan untuk mengaktifkan enzim-enzim ketahanan yang
memproduksi senyawa anti patogen, diantaranya adalah enzim Phenylalanine Amonia-Lyase
(PAL) dan senyawa asam salisilat (Amza et al., 2011).

Mekanisme ketahanan tanaman terhadap penyakit dapat berupa ketahanan secara fisik
maupun kimia.Salah satu bentuk ketahanan secara kimia adalah asam salisilat. Asam salisilat
lebih dominan untuk mengatasi serangan patogen biotrof (patogen yang aktif pada jaringan
hidup) dan virus.Mekanisme ketahanan melalui jalur asam salisilat berhubungan dengan
protein-protein yang terkait dengan patogenesis (pathogenesis-related proteins/PR proteins)
seperti kitinase, peroksidase, B-glukanase dan PR-1 (Corina et al., 2009; Rebecca et al., 2007
cit Sujatmiko et al,. 2012).

Klorofil adalah pigmen warna hijau yang berada dalam kloroplas.Pada tumbuhan tingkat
tinggi, Kloroplas terutama terdapat pada jaringan parenkim palisade dan parenkim spons
daun.Dalam kloroplas, pigmen utama klorofil serta karotenoid dan xantofil terdapat pada
membran tilakoid (Salisbury & Ross, 1991).

Klorofil berasal dari proplastida yaitu plastida yang belum dewasa, kecil dan hampir tidak
berwarna dan sedikit atau tanpa membran dalam.Proplastida membelah saat embrio
berkembang, dan menjadi kloroplas ketika daun dan batang terbentuk. Pada organ yang
terkena cahaya matahari, kloroplas muda akan aktif membelah (Salisbury & Ross, 1991).

METODE PENELITIAN

Tempat dan waktu

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan dan Laboratorium Mikrobiologi,
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan Alam,Universitas Lampung dari
bulan Juni sampai Agustus 2014,

Metode

Penelitian dilaksanakan dalam rancangan acak lengkap dengan 5 perlakuan dan 10 ulangan.
Perlakuan adalah penambahan asam salisilat ke dalam medium MS (Murashige & Skoog)
dengan konsentrasi 0 ppm (kontrol), 15 ppm, 30 ppm,45 ppm, dan 60 ppm. Satuan
percobaan adalah planlet tomat yang ditanam pada medium MS tersebut.Analisis ragam dan
uji BNT dilakukan pada taraf nyata 5%.
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Pelaksanaan Penelitian

Persiapan medium tanam dan seleksi,Medium yang digunakan adalah Murashige & skoog
(MS) padat dengan penambahan ZPT (Zat Pengatur Tumbuh).Setelah medium dicairkan,
kemudian medium disterilisasi selama 15 menit. Medium MS yang sudah disterilkan
kemudian ditambah asam salisilat (AS) dengan konsentrasi O ppm (kontrol), 15 ppm, 30 ppm,
45 ppm, dan 60 ppm.

Sterilisasi benih tomat yang akan ditanam

Benih tomat dicuci dengan aquades dan dikocok, lalu dimasukkan ke dalam larutan chlorox
10% dikocok selama 10 menit.Benih dibilas dengan aquades.Benih kemudian ditanam pada
medium MS yang sudah ditambah asam salisilat dan ZPT.Penanaman benih dilakukan di
dalam LAF Cabinet. Setiap botol kultur ditanami 3 benih, sehingga total benih yang ditanam
sebanyak 150 dalam 50 botol kultur. Benih-benih tomat tersebut di kecambahkan pada
medium MS sampai terbentuk planlet. Inkubasi kultur dilakukan pada ruangan dengan
penyinaran + 1000 lux, 24 jam/hari dan suhu

+20°C.

Analisis Klorofil

Bahan yang digunakan untuk analisis klorofil adalah daun planlet tomat yang sudah di imbas
asam salisilat. Daun planlet tomat di timbang sebanyak 0.0120 gram dan di destruksi dengan
alkohol 70% sebanyak 5 mL dimasukkan ke dalam erlenmeyer. Selanjutnya alkohol di
panaskan dan ditambahkan berturut-turut 5 mL alkohol sehingga volume alkohol yang
ditambahkan mencapai 5 ml. pemanasan dihentikan setelah alkohol yang tersisa 5 ml.
Larutan di sentrifus dan filtrat yang diperoleh dimasukkan ke dalam kuvet sebanyak 5 ml.
Absorbansi di ukur dengan spektrofotometer UV pada panjang gelombang 645 nm, 663
nm,dan 683 nm. Kadar klorofil dihitung dengan menggunakan metode Arnon (1949) :

klorofil total = [ 20,2(D645) + 8,02 (D663)] x 100‘(’)”
klorofil a = [12,7(D683) — 2,69 (D645) ] x 4
klorofil b= [22,9(D645) — 4,68 (D663) ] x

1000 xw
%4

1000 xw

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Hasil

a.Kandunganklorofil a
Kandunganklorofil a planlet tomat yang ditumbuhkan pada medium MS (Murashige &
Skoog) dengan berbagai konsentrasi asam salisilat disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Kandungan klorofil a planlet tomat
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Konsentrasi AS Kandungan klorofil

(ppm) (mg/g Jaringan)

0 (kontrol) 0.592 + 0.019%

15 0.374 +0.012"

30 0.367 + 0.009"

45 0.287 + 0.008"

60 0.635 + 0.023°
Keterangan :

Klorofila=y * SE.

y = Rata-rata kandungan klorofil a

SE = Standar error

Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf 5%o.
BNT (0.05) = 0.047

Analisis ragam pada taraf nyata 5% menunjukkan bahwa penambahan asam salisilat ke dalam
medium MS dengan berbagai konsentrasi berpengaruh nyata terhadap kandungan klorofil a
planlet tomat.

Uji BNT pada taraf nyata 5% menunjukkan bahwa kandungan klorofil a planlet tomat pada
konsentrasi asam salisilat 15 ppm, 30 ppm, dan 45 ppm lebih rendah dari kandungan klorofil
a planlet tomat kontrol, sedangkan pada konsentrasi 60 ppm relatife sama dengan kontrol.

Perbandingan kandungan Klorofil a planlet tomat yang ditumbuhakan pada medium MS
dengan berbagai konsentrasi asam salisilat disajikan pada Gambar 1.

klorofil a

0,8 10,592 0,635
0,6 0,3740,367
0,4
0,2

0,287

AN
O <& & & &
$ Q N N Q
N A A S

klorofil a mg/g Jaringan

konsentrasi asam salisilat

Gambar 1.Grafik perbandingan klorofil a planlet tomat.

Berdasarkan Gambar 1 terlihat bahwa kandungan Kklorofil planlet tomat mengalami
penurunan sampai konsentrasi 45 ppm, sedangkan pada konsentrasi 60 ppm mengalami
peningkatan.

Kurva hubungan antara konsentrasi asam salisilat dengan kandungan klorofil a dapat
disajikan pada Gambar 2.
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y =0,003x? - 0,201x + 6,024
R*=0,855

OoORrNWRARUION

0 15 30 45 60

kandungan klorofil a
mg/g jaringan

konsentrasi asam salisilat

Gambar 2.Kurva hubungan antara konsentrasi asam salisilat dan kandungan klorofil a.

Berdasarkan Gambar 2 dapat dilihat bahwa konsentrasi asam salisilat berhubungan secara
kuadratik dengan kandungan klorofil a planlet tomat yang ditunjukkan dengan persamaan y =
0.003x* — 0.203x + 6.020 (R? = 0.855). Kandungan Klorofil terendah pada konsentrasi 45

ppm.

b. Kandunganklorofil b

Kandunganklorofil b planlet tomat yang diseleksi dengan asam salisilat ditunjukkan pada
tabel 2.

Tabel 2. Kandungan klorofil b planlet Tomat

Konsentrasi AS (ppm)  Kandungan Klorofil
(Mg/g Jaringan)

0 (kontrol) 0.855 + 0.050%

15 0.593 + 0.033"

30 0.505 + 0.028°

45 0.495 + 0.018°

60 0.989 + 0.022°

Keterangan :

Klorofila= y + SE.

y = nilai rata-rata kandungan klorofil b

SE = standar eror

Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf 5%.
BNT (0.05) = 0.096

Analisis ragam pada taraf 5% menunjukkan bahwa penambahan asam salisilat ke dalam
medium MS berpengaruh nyata terhadap kandungan klorofil b planlet tomat.

Uji BNT pada taraf nyata 5% menunjukkan bahwa konsentrasi asam salisilat berpengaruh
nyata terhadap kandungan klorofil b. Kandungan klorofil b planlet tomat pada medium MS
yang mengandung asam salisilat dengan konsentrasi 15 ppm, 30 ppm, dan 45 ppm lebih
rendah dari pada kandungan klorofil b pada kontrol. Kandungan klorofil b pada konsentrasi
15 ppm, 30 ppm, dan 45 ppm tidak berbeda nyata, sedangkan pada konsentrasi 60 ppm tidak
berbeda nyata dengan kontrol.
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Perubahan kandungan klorofil b planlet tomat di sajikan pada Gambar 3.
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Gambar 3.Grafik kandungan klorofil b pada planlet tomat.

Dari Gambar 3 terlihat bahwa kandungan klorofil planlet tomat mengalami penurunan sampai
konsentrasi 45 ppm, sedangkan pada konsentrasi 60 ppm mengalami peningkatan.

Kurva hubungan antara konsentrasi asam salisilat dengan kandungan klorofil b di sajikan
pada Gambar 4.

12 4
10 -y =0,005x?-0,291x + 8,805

R*=0,925
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0 15 30 45 60
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Gambar 4.Kurva hubungan antara konsentrasi asam salisilat dan kandungan klorofil b.

Berdasarkan Gambar 4 dapat dilihat bahwa konsentrasi asam salisilat berhubungan secara
kuadratik dengan kandungan klorofil b planlet tomat yang ditunjukkan dengan persamaan y
= 0.005x? — 0.291x + 8.805 (R”= 0.925). Kandungan klorofil terendah pada konsentrasi 45

ppm.

c. Kandunganklorofil total

Rata-rata kandunganklorofil total planlet tomat yang diseleksi dengan asam salisilat di
sajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Kandungan klorofil total planlet Tomat
Konsentrasi AS (ppm) Kandungan Klofil
(Mg/g Jaringan)

Hasil-hasil penelitian Page 375



0 (kontrol) 1.448 + 0.044%

15 1.026 + 0.032"
30 0.905 + 0.049°
45 0.819 + 0.038"
60 1.688+ 0.076°

Klorofil total =y + SE.

y = nilai rata-rata kandungan klorofil total

SE = standar eror

Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf 5%.
BNT (0.05) =0.149

Analisis ragam pada taraf 5% menunjukkan bahwa penambahan asam salisilat ke dalam
medium MS berpengaruh nyata terhadap kandungan klorofil total planlet tomat.

Uji BNT pada taraf nyata 5% menunjukkan bahwa konsentrasi asam salisilat berpengaruh
nyata terhadap kandungan klorofil total. Kandungan klorofil total planlet tomat pada medium
MS yang mengandung asam salisilat dengan konsentrasi 15 ppm, 30 ppm, dan 45 ppm lebih
rendah dari pada kandungan klorofil total pada kontrol. Kandungan klorofil total pada
konsentrasi 15 ppm, 30 ppm, dan 45 ppm tidak berbeda nyata, sedangkan pada konsentrasi 60
ppm tidak berbeda nyata dengan kontrol.

Perubahan kandungan klorofil total planlet tomat disajikan pada Gambar 5.

klorofil total

2 A 1,688

kontrol 15 ppm 30 ppm 45 pmm 60 ppm

Gambar 5. Grafik kandungan klorofil total pada planlet tomat.

Dari Gambar 5 terlihat bahwa kandungan klorofil planlet tomat mengalami penurunan sampai
konsentrasi 45 ppm, Sedangkan pada konsentrasi 60 ppm mengalami peningkatan.

Kurva hubungan antara konsentrasi asam salisilat dengan kandungan Klorofil total dapat
dilihat pada Gambar 6.
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Gambar 6. Kurva hubungan antara konsentrasi asam salisilat dan kandungan klorofil total

Berdasarkan Gambar 6 dapat dilihat bahwa konsentrasi asam salisilat berhubungan secara
kuadratik dengan kandungan klorofil total planlet tomat yang ditunjukkan dengan persamaan
y = 0.008x? — 0.480x +14.96 (R? =0. 887). Kandungan klorofil terendah pada konsentrasi 45

ppm.

2.

Pembahasan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi asam salisilat 15 ppm sampai 45 ppm
menurunkan secara nyata kandungan Klorofil a, b, dan total. Tetapi, penelitian yang
dilakukan oleh R. Czerpak, et al. (2002) pada tanaman Wolffia arrhiza (Lemnaceae) yang
ditumbuhkan pada air ledeng (kaya mineral tapi miskin dalam komponen organik), asam
salisilat menyebabkan peningkatan kandungan klorofil a dan b serta karotenoid.
Perbedaan hasil ini mungkin disebabkan oleh perbedaan dalam komponen medium yang
digunakan.Medium MS yang digunakan dalam penelitian ini banyak mengandung
komponen organik seperti vitamin dan asam-asam amino, oleh sebab itu efek asam
salisilat terhadap kandungan klorofil planlet sangat dipengaruhi oleh komponen organik
dalam medium. Namun, penambahan 60 ppm asam salisilat kedalam medium MS dalam
penelitian ini meningkatkan kandungan klorofil a,b, dan total.

Hasil penelitian ini paralel dengan yang didapat oleh Moharekar, et al. (2003). Aplikasi asam
salisilat pada tanaman gandum dan kacang hijau menurunkan secara nyata kandungan klorofil a,b,
dan Klorofil total. Asam salisilat menyebabkan penurunan rasio a//b pada tanaman gandum tetapi
tidak pada tanaman kacang hijau. Penurunan rasio klorofil a//b pada planlet tomat terjadi pada
konsentrasi 15 ppm dan 45 ppm.

Selanjutnya hasil yang berbeda diperoleh oleh Radwan et al. (2012) pada tanaman jagung,
penyemprotan daun jagung dengan asam salisilat tiga hari sebelum perlakuan herbisida kletodim
meningkatkan fotosintesis, kandungan klorofil, dan karotenoid serta menghilangkan cidera akibat
herbisida.

Menurut Serap caget al.(2009), stress lingkungan menghasilkan aktivasi dari sejumlah respon
adaptasi dan pertahanan.Setelah diketahui peran asam salisilat penting dalam mekanisme
adaptasi dan pertahanan.Kandungan klorofil mengalami peningkatan dua kali lipat pada
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tanaman stres yang diberi perlakuan 10 pM asam salisilat.Oleh sebab itu kemungkinan
aplikasi asam salisilat hanya meningkatkan kandungan klorofil pada tanaman yang stres
bukan pada tanaman yang normal.Selanjutnya perlu dilakukan penelitian lanjutan tentang efek
asam salisilat terhadap kandungan klorofil planlet yang stres.

SIMPULAN

Konsentrasi asam salisilat 15, 30, dan 45 ppm menurunkan kandungan klorofil a,b, dan
total planlet tomat, sedangkan pada konsentrasi 60 ppm meningkatkan kandungan
klorofi a, b, dan total.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian tentang efek asam salisilat terhadap kandungan klorofil planlet
tomat yang mengalami stress.
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