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FITOHORMON BEBERAPA VARIETAS TEMBAKAU 

(Nicotiana tabacum) PADA KONDISI TERCEKAM 

KEKERINGAN  

 

Nama Mahasiswa  : Erlyta Vivi Permatasari 

NRP    : 1513 100 058 

Jurusan   : Biologi 

Dosen Pembimbing  : Dr. Nurul Jadid, M.Sc. 
Abstrak 

Kekeringan merupakan masalah dunia yang menjadi 

faktor pembatas dalam budidaya tembakau, salah satu 

mekanisme pertahanan terhadap kondisi tersebut adalah  

regulasi sintesis fitohormon. Oleh karena itu, tujuan dari 

penelitian ini adalah untuk mengetahui profil ekspresi gen-gen 

dalam biosintesis fitohormon (NtGA3ox1, NtACO, NtAOS, dan 

NtICS) beberapa varietas tembakau (Var. Marakot, Jepon 

Mawar, dan MKY) pada kondisi tercekam kekeringan. Sampel 

didapatkan dari penelitian Estiasih (2016) dengan perlakuan 

PEG 0% dan 30% secara in vitro. Ekspresi gen-gen tersebut 

kemudian dianalisa secara deskriptif kuantitatif menggunakan 

quantitative Real Time PCR (qRT-PCR). 

Hasil yang didapatkan menunjukkan bahwa gen NtACO 

mengalami peningkatan ekpresi pada varietas MKY, Jepon 

Mawar, dan Marokot masing-masing 1.53, 1.01, dan 1.08, begitu 

pula pada ekspresi gen NtICS yang mengalami kenaikan masing-

masing 2.01, 1.74, dan 1.64 kali dibandingkan dengan kontrol. 

Berbeda dengan ekspresi NtAOS yang menurun 0.62 kali pada 

var. Marokot dan meningkat 2.18 dan 4.74 pada var. Jepon 

Mawar dan MKY. Sedangkan gen NtGA3ox justru menunjukkan 

tren penurunan ekspresi pada varietas uji Marakot, Jepon 

Mawar, dan MKY masing-masing 0.36, 0.83, dan 0.78 kali 

dibandingkan kontrol. Maka berdasarkan hasil yang didapatkan, 



 

 

v 

 

genotip dapat mempengaruhi hasil ekspresi dari gen (NtACO, 

NtGA3ox, NtICS, dan NtAOS). 

Kata kunci : kekeringan, Nicotiana tabacum, NtACO1, NtAOS, 

NtGA3ox, NtICS1. 
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Name   : Erlyta Vivi Permatasari 
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Department   : Biology 

Advisor Lecturer : Dr. Nurul Jadid, M.Sc. 
 

Abstract 

Drought is one of global problems which is becoming a 

limiting factor on tobacco cultivation. one of the defense 

mechanisms against these conditions is the regulation of the 

synthesis of phytohormones. Therefore, This study aims to 

elucidate the profil of phytohormone biosynthetic genes 

expression of some tobacco varieties, including var MKY, 

Marakot and Jepon Mawar, during drought stress. Samples are 

obtained from Estiasih’s (2016) research which previously 

treated with Polyethylen Glycol (PEG) in vitro (0% and 30%). 

Expression of these genes then analyzed quantitative-

descriptively using quantitative Real Time PCR (qRT-PCR). 

The results showed that the expression of NtACO on var. 

MKY, Jepon Mawar, and Marokot increased respectively 1,53 

and 1.01, and 1.08 fold, so as the expression of NtICS gene 2.01, 

1.74, and 1.64 fold compared to the control. In contrast, 

expression of NtAOS gene decreased 0.62 fold on var. Marokot 

and increased 2,18 and 4,74 on var. Jepon Mawar and MKY. 

While NtGA3ox gene expression showed a downward trend in 

both varieties of Marakot, Jepon Mawar, and MKY respectively 

0,36, 0,83, and 0,78 fold compared to the control. Finally based 

on the result obtained, genotype could affect genes expressions 

(NtACO, NtGA3ox, NtICS, and NtAOS).  
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Keywords: Drought, Nicotiana tabacum, NtACO1, NtAOS, 

NtGA3ox, NtICS1. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Kekeringan merupakan masalah dunia dan memiliki pengaruh 

utama terhadap lahan pertanian dan perkebunan. Kekurangan air, 

suhu yang ekstrem, kelembaban yang rendah, dan perubahan 

iklim menjadi penyebab dari kekeringan (Hamayun et al., 2010). 

Perubahan iklim sebagai akibat dari pemanasan global dapat 

menimbulkan dampak terhadap produksi pertanian dan 

perkebunan baik secara langsung dan tidak langsung. Kenaikan 

suhu yang ekstrim berpengaruh terhadap menurunnya 

produktivitas tanaman serta meningkatnya resiko kegagalan 

panen, sedangkan dampak tidak langsung dapat meliputi 

munculnya penyakit baru, berkurangnya pasokan air irigasi, dan 

lain sebagainya (Soeparno et al., 2013). 

Cekaman abiotik seperti kekeringan menjadi ancaman bagi 

tanaman dan memberikan berbagai dampak negatif bagi 

pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Meskipun demikian, 

tanaman memiliki mekanisme pertahanan yang sangat kompleks 

dalam merespon kondisi tercekam tersebut. Respon tanaman 

dapat berupa fisioanatomi maupun molekuler, seperti 

penghambatan proses pemanjangan sel, hilangnya tekanan turgor, 

gangguan fotoasimilasi, mitosis (Farooq et al., 2008), penutupan 

stomata, pembentukan ROS (Reactive Oxygen Spesies) (Zarei et 

al., 2012; Shehab et al., 2010), dan pembentukan lapisan lilin 

pada epidermis (Cameron et al., 2006). Selain itu, cekaman 

kekeringan juga berakibat pada penurunan kemampuan untuk 

bergerminasi dan tumbuh (Harris et al., 2002), berkurangnya 

biomassa tanaman (Zeid dan Shedeed, 2006), mereduksi 

kemampuan dalam proses pembungaan dan reproduksi 

(Kawakami et al., 2006; Mazahery-laghab et al., 2003; Samarah, 

2005). 

Tembakau merupakan salah satu komoditas perkebunan 

penting di Indonesia dengan produksi utama berupa rokok. Tidak 

terbatas pada hal tersebut, penggunaan tembakau tersebar 
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diberbagai bidang termasuk dibidang farmasi sebagai antijamur 

(Sela-Buurlage et al., 1993), antimikroba (Barkht dan Shafi, 

2012), bahkan treatment terhadap Alzheimer (Ksir dan Benson, 

1983, Wilso et al., 1995). Beberapa daerah di Indonesia yang 

merupakan sentra perkebunan tembakau dilaporkan mengalami 

dampak yang cukup parah akibat cekaman kekeringan. Dampak 

tersebut ditunjukkan dengan menurunnya produksi tembakau 

hingga 50% (Enjang, 2011) dan kerugian gagal panen hingga 300 

milyar (Sucahyono, 2013). Mekanisme respon dan regulasi 

tanaman tembakau terhadap cekaman kekeringan dipengaruhi 

salah satunya oleh faktor genotip. Beberapa penelitian 

menunjukkan bahwa jenis varietas memberikan respon yang 

berbeda terhadap cekaman kekeringan. Effendi (2008) 

menyatakan dalam penelitiannya bahwa varietas Towuti beras 

menunjukkan sifat ketahanan terbaik terhadap cekaman 

kekeringan dibandingkan varietas Gajah Mungkur, Situ 

Patenggang, dan Kalimutu. Disisi lain, Estiasih (2016) juga 

menyimpulkan bahwa setiap varietas pada tanaman tembakau 

menunjukkan profil ekspresi yang berbeda pada perlakuan yang 

sama dengan cekaman kekeringan berupa PEG berbagai 

konsentrasi karena adanya pengaruh faktor genotip yang 

ditunjukkan dengan nilai ekspresi mRNA relatif ERD10B lebih 

tinggi yakni 1.64 kali lipat pada varietas MKY dibandingkan 1.35 

kali lipat dari varietas Jepon Mawar yang dibandingkan dengan 

kontrol, dimana ekspresi tertinggi terlihat pada penambahan PEG  

30%. 

Modulasi transkripsi menjadi salah satu faktor utama dalam 

mekanisme pengaturan respon terhadap cekaman kekeringan (Jia 

et al., 2015), peran fitohormon dalam mekanisme respon tanaman 

terhadap cekaman baik biotik maupun abiotik memberikan peran 

yang penting. Sintesa dan komunikasi antar fitohormon pada saat 

tanaman mengalami cekaman memiliki kompleksitas yang tinggi 

(Hedden dan Thomas, 2006), interaksi pengaruh cekaman 

tersebut terhadap regulasi hormon melibatkan ekspresi gen-gen 
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penting dalam biosintesis dan mekanisme transportasi hormonal 

(Davies, 2004).  

Beberapa penelitian menyebutkan bahwa sejumlah gen 

digunakan sebagai marker dalam biosintesis fitohormon. 

Beberapa gen tersebut diantaranya NtGA3ox (Gibberellin 3-

oxydase 2) pada biosintesis giberelin (Gallego-Giraldo et al., 

2008), Nt-ACO1 (ACC Oxydase) dalam biosintesis hormon etilen 

(Lai et al., 2014), NtAOS (Allene oxide synthase) dalam 

biosintesis asam jasmonat, NtICS1 (Isochorismate synthase 1) 

pada biosintesis asam salisilat (Ghanta et al., 2013). Penelitian 

berkaitan dengan profil ekspresi gen yang terlibat dalam 

biosintesis fitohormon pada tanaman yang tercekam kekeringan 

masih jarang dilakukan, utamanya pada beberapa varietas 

tembakau tipe burley yang banyak dikembangkan di Indonesia. 

Beberapa penelitian yang telah dilakukan mengenai pengaruh 

kekeringan terhadap tembakau terbatas pada karakter fisiologis 

(Djumali dan Mulyaningsih, 2013), viabilitas benih (Yuliana, 

2010), dan profil protein (Dewi et al., 2015). 

Berdasarkan informasi tersebut, profil ekspresi dari gen-gen 

yang terlibat dalam biosintesis fitohormon berupa NtGA3ox, 

NtACO, NtAOS, dan NtICS terhadap cekaman kekeringan sangat 

penting dilakukan untuk melihat pola respon yang diberikan tiga 

varietas yang berbeda dari tembakau tipe Burley yakni Jepon 

Mawar, MKY, dan Marokot. 

1.2 Rumusan Permasalahan 

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah bagaimana 

profil ekspresi gen yang terlibat dalam biosintesis giberelin, 

etilen, asam jasmonat, dan asam salisilat akibat cekaman 

kekeringan pada Nicotiana tabacum tipe Burley (Varietas Jepon 

Mawar, MKY, dan Marokot) dalam medium kultur in vitro. 
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1.3 Batasan Masalah 

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah :  

 Tembakau yang digunakan berasal dari 3 macam varietas, 

yakni Marokot, Jepon Mawar, dan MKY. 

 Sampel yang digunakan berupa hasil kultur in vitro 

tanaman tembakau varietas Marokot, Jepon Mawar, dan 

MKY oleh Estiasih (2016) yang diberi perlakuan cekaman 

kekeringan berupa pemberian PEG 6000 dalam media 

kultur in vitro dengan konsentrasi 0% sebagai kontrol dan 

30% selama 1 minggu. 

 Analisa ekspresi gen dilakukan secara kuantitatif 

menggunakan qRT-PCR (Quantitative Reverse 

Transcriptase Polymerase Chain Reaction). 

 Gen-gen yang digunakan dalam penelitian ini antara lain 

NtGA3ox, NtACO, NtICS, dan NtAOS. 

 Gen yang digunakan sebagai kontrol internal adalah NtEF-

1 

1.4 Tujuan 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui profil ekspresi gen 

yang terlibat dalam biosintesis hormon giberelin, etilen, asam 

jasmonat, dan asam salisilat akibat cekaman kekeringan pada 

Nicotiana tabacum tipe Burley (Varietas Jepon Mawar, MKY, 

dan Marokot) dalam medium kultur in vitro. 

1.5 Manfaat 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi 

mengenai profil ekspresi gen-gen yang terlibat dalam biosintesis 

fitohormon akibat cekaman kekeringan pada Nicotiana tabacum 

tipe Burley (varietas Jepon Mawar, Marakot, dan MKY), 

sehingga dari informasi tersebut dapat diketahui regulasi 

mekanisme pertahanan berdasarkan perubahan ekspresi gen 

beberapa varietas tembakau terhadap cekaman kekeringan. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1. Tembakau (Nicotiana tabacum) 

Tembakau merupakan tanaman asli Amerika, namun seiring 

berjalannya waktu tembakau kini telah dikomersialkan hingga 

hampir ke seluruh dunia (Kishore, 2014). Tembakau merupakan 

salah satu komoditi utama di Jawa Timur yang memiliki peran 

penting dalam pembangunan ekonomi regional maupun nasional 

(Disbun Prov Jatim, 2012).  

 

Gambar 2. 1. Tanaman Tembakau. (a. Daun; b. Bunga; c. biji) (Kishore, 

2014). 
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Menurut Tjitrosoepomo (2000), tanaman tembakau 

memiliki morfologi berupa semak, tegak, sedikit bercabang dan 

mempunyai tinggi 0,5-2,5 meter. Daun tunggal, bertangkai 

pendek, memanjang, atau berbentuk lanset, akuminatus, sebagian 

memeluk batang dan ujung runcing. Kelopak bunga berbentuk 

tabung, yang memanjang tidak sama. Tabung bunga jantan 4 cm 

panjangnya dan berbentuk bintang, bertaju 5 dan runcing. Benang 

sari bebas, yang sebuah lebih pendek dari yang lainnya dan buah 

berbentuk telur memanjang. Tembakau memiliki biji yang kecil 

dan juga banyak (Gambar 2.1). 

Kriteria mutu yang dinilai pada tembakau meliputi warna 

dan tingkat kecerahan berdasarkan pengamatan visual. Warna dari 

tembakau harus cukup cerah dan semakin tingginya kecerahan 

berbanding lurus dengan mutu. Aroma dari tembakau juga 

menjadi salah satu tolok ukur kriteria level tembakau, semakin 

tinggi mutu tembakau aroma yang dihasilkan akan semakin 

harum, gurih, dan manis (Disbun, 2007).  

Tembakau burley di Indonesia merupakan tembakau 

introduksi yang mulai diusahakan sejak tahun 1957 dan tergolong 

dalam kelas light air cured tobacco. Semula tembakau ini 

digunakan untuk campuran rokok putih, terutama rokok racikan 

Amerika (American Blend), dengan proporsi ± 20%. Kini 

beberapa merk rokok kretek juga menggunakan tembakau burley, 

walaupun komposisinya lebih sedikit dibandingkan rokok putih 

(Rochman et al., 2006). 

Tembakau burley memiliki kandungan minyak yang tinggi, 

rendah gula, nikotin tinggi, dan rasa seperti kacang (Geiss, 2007). 

Menurut Sasscer dan Bowman (1998) panjang daun tembakau 

burley berkisar 70.5 cm – 76.7 cm dengan lebar 32.3-36 cm. 

Tembakau Burley bercirikan warna daun hijau pucat, batang dan 

ibu tulang daun berwarna putih krem, daun tergolong ukuran 

besar (90– 160 ), dan tinggi tanaman sekitar 180 cm 

(Susilowati, 2006). Susunan kimia dari daun tembakau Burley 

disajikan dalam tabel berikut. 
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Tabel 1. Komponen kimia tembakau tipe Burley 

Sumber : Cahyono, 1998 

  

Penyakit yang muncul pada varietas tembakau burley 

adalah penyakit-penyakit yang sering dijumpai pada pertanaman 

tembakau di Indonesia seperti Mosaik, TEV, TLCV, lanas 

(Phytophthora nicotianae) dan nematoda Meloidogyne spp. 

dengan tingkat serangan rendah (Rochman et al., 2006). 

 

2.1.1. Klasifikasi Taksonomi 

Regnum  : Plantae, Eudicots, Asterids  

Divisio   : Magnoliophyta  

Classis   : Magnoliopsida  

Ordo   : Solanales  

Famila   : Solanaceae  

Genus   : Nicotiana  

Species  : Nicotiana tabacum  

Nama umum : Fumo, Petume, Petina, Pitura, Etum, Tabaco, 

Tobacco, Tabaci Folia.  

Sinonim   : Tabacca, Tabaci Folia, Tobacco, Tamak, Siah 

(Marma).  

No Uraian Jumlah % 

1 Abu 20 

2 Gula 0,4 - 2,5 

3 Fenol 0,0 - 0,5 

4 Nitrat 1,0 - 2,0 

5 Nikotin  

a. Pada daun bawah 0,16 - 2,89 

b. Pada daun tengah 0,3 – 3,75 

c. Pada daun atas 0,5 - 4,0 

6 Kandungan N total 2,18 - 3,58 
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Habitat   : Virginia, Amerika, China, Turki, Yunani, 

Belanda, Prancis, Jerman dan kebanyakan negara 

sub-tropis.  

(Kishore, 2014) 

2.1.2. Varietas Tembakau (Nicotiana tabacum) Burley 

Tembakau tipe Burley diantaranya terdapat 3 varietas, yakni 

Marakot, Jepon Mawar, dan MKY. 

 

a. Varietas Marokot 

Varietas Marakot memiliki area penanaman di daerah Jember 

(Kalisat, Ledokombo, Sukowono) dan Bondowoso (Tamanan). 

Adaptas agroekologi sebagian besar ditanam di sawah dengan 

tipe tanah Regosol, Latosol, dan Litosol. Varietas ini memiliki 

tinggi sedang sekitar 130,0 cm (111,3 cm – 148,7 cm). Batang 

berwarna hijau kekuningan dan berbulu, berdiameter 2,31 cm 

(1,89 cm –2,73 cm). Daun berjumlah sedikit sekitar 17 lembar (13 

lembar – 20 lembar), panjangnya 55,0 cm (52,4 cm – 57,6 cm), 

lebarnya 27,8 cm (25,1 cm – 30,6 cm) berbentuk bulat 

memanjang, dan bertepi berombak. (PT. Sadhana, 2015). 
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Gambar 2. 2. Tembakau Marokot (Sadhana, 2015). 

 

b. Varietas Jepon Mawar 

Varietas Jepon Mawar memiliki tinggi sedang sekitar 134,7 

cm (antara 119,6 cm – 149,8 cm). Batang berwarna hijau 

kekuningan dan berbulu, berdiameter 2,90 cm (2,78 cm – 3,02 

cm). Daun berjumlah sedang yaitu berkisar 23 lembar (20 lembar 

– 26 lembar), panjangnya 62,5 cm (antara 48,3 cm – 77,0 cm), 

lebarnya 36,8 cm (antara 31,2 cm – 42,5 cm) berbentuk bulat 

memanjang, dan bertepi licin/rata (PT. Sadhana, 2015).  
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Gambar 2. 3. Tembakau varietas Jepon Mawar (Sadhana, 2015). 

c. Varietas MKY 

Varietas ini memiliki tinggi 207,0 cm (180,3 cm – 233,7 cm). 

Batang berwarna hijau dan berbulu, berdiameter 2,72 cm (2,19 

cm – 3,25 cm). Daun berjumlah sedang yaitu 25 lembar (20 – 30 

lembar), panjangnya 57,2 cm (51,0 cm – 63,3 cm), lebarnya 32,3 

cm (26,1 cm – 39,0 cm) berbentuk ovate, dan tepi berombak. (PT. 

Sadhana, 2015). 
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Gambar 2. 4. Tembakau varietas MKY (Sadhana, 2015). 

2.2. Cekaman Kekeringan 

Cekaman kekeringan merupakan istilah untuk menyatakan 

bahwa tanaman mengalami kekurangan air akibat keterbatasan air 

dari lingkungannya yaitu media tanam. Menurut Levit (1980) dan 

Jaleel et al (2009) cekaman kekeringan pada tanaman dapat 

disebabkan kekurangan suplai air di daerah perakaran dan 

permintaan air yang berlebihan oleh daun akibat laju 

evapotransporasi melebihi laju absorbsi air walaupun keadaan air 

tanah tersedia cukup. Rendahnya ketersediaan air menyebabkan 

suplai air di daerah perakaran semakin berkurang sehingga 

menghambat proses penyerapan air oleh akar tanaman karena 

potensial air dalam tubuh tanaman. Pada saat terjadi kekeringan, 

sebagian stomata daun menutup sehingga terjadi hambatan 

masuknya CO2 dan menurunkan aktivitas fotosintesis.  Selain 

menghambat aktivitas fotosintesis, cekaman kekeringan juga 

menghambat  sintesis protein dan dinding sel  (Salisbury and 
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Ross,  1995). Pengaruh cekaman kekeringan tidak saja menekan 

pertumbuhan dan hasil bahkan menjadi penyebab kematian 

tanaman. 

Parameter yang nampak pada kondisi kekeringan dapat 

dilihat pada fase pertumbuhan vegetatifnya yaitu ukuran daun 

yang kecil, berkurangnya diameter batang dan bobot tanaman 

(Budianto et al., 1998). Cekaman kekeringan pada fase generatif 

(pembungaan dan pengisian polong) dapat menyebabkan 

gugurnya bunga sehingga tidak terbentuk polong muda. 

Kekurangan air pada saat pengisian polong menyebabkan 

penurunan berat biji kering (Pasaribu dan Sunarlim, 1998). 

2.2.1. Polietilen glikol  

Polietilen glikol (PEG), merupakan polimer aktif yang biasa 

digunakan untuk megondisikan tanaman dalam keadaan 

kekurangan air dengan menurunkan potensial air dari media 

pertumbuhan (Krizek, 1985). Polietilen glikol adalah polimer 

yang dapat dirumuskan oleh formula HOCH2(CH2OCH2)-

nCH2OH. Nilai n dapat berkisar dari 1 sampai nilai yang sangat 

besar, karena itu berat molekul dari PEG ini dapat berkisar antara 

150- 10.000. Senyawa yang memiliki berat molekul dari 150-700 

berbentuk cairan, dimana senyawa yang berat molekulnya 1.000-

10.000 berbentuk padatan. Senyawa glikol dengan berat molekul 

yang rendah biasanya digunakan untuk larutan kental dimana 

campuran glikol ini biasanya dimanfaatkan sebagai basis salep 

larut air (Grosser, et al., 2011). Polietilen glikol yang memiliki 

molekul besar tidak dapat masuk ke jaringan tanaman. Polietilen 

glikol bersifat polar, sehingga mampu mengikat air dan 

menyebabkan potensial air menurun, dengan demikian meskipun 

ketersediaan air dalam media tetap ada tetapi tanaman tidak 

mampu memperoleh air dalam media tersebut. Molekul polietilen 

glikol bersifat inert, non-ionik, dan hampir kedap membran sel 
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dan dapat menginduksi cekaman air secara seragam tanpa 

menyebabkan kerusakan fisiologis secara langsung 

(Ghebremariam et al., 2013). PEG menstimulasi cekaman 

kekeringan pada kultur sel tumbuhan mirip dengan yang terjadi 

pada sel tumbuhan utuh. Menurut Graham (1992) dalam Aulia 

(2005), interaksi PEG dan air terjadi melalui ikatan hidrogen 

antara molekul air dengan kelompok eter 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 

mengondisikan cekaman kekeringan.  

Penggunaan PEG sebagai salah satu senyawa representasi 

cekaman kekeringan telah banyak digunakan, salah satunya oleh 

Estiasih (2016) dalam penelitiannya dengan 4 varian konsentrasi 

PEG 6000, antara lain 0%, 10%, 20%, dan 30% untuk melihat 

perubahan ekspresi gen-gen responsif terhadap cekaman 

kekeringan, penggunaan PEG dengan konsentrasi paling tinggi 

memberikan respon berupa tingginya ekspresi mRNA relatif gen 

NtERD sebagai gen di garis pertahanan pertama terhadap 

cekaman kekeringan (Alves dan Luciano, 2012) sebesar 1.64 kali 

lipat pada varietas MKY, sedangkan pada konsentrasi 10% dan 

20% ekspresi relatif 1.17 dan 1.13 kali lipat. Hal yang sama juga 

terjadi pada peningkatan ekspresi mRNA relatif gen NtLTP1 yang 

berperan mentransfer fosfolipid (Yeats dan Jocelyn, 2008) pada 

varietas MKY dimana semakin tinggi konsentrasi PEG 

mencerminkan semakin tingginya cekaman kekeringan, hal 

tersebut dibuktikan dengan tingginya ekspresi relatif yakni 1.08, 

1.21, dan 1.52 kali lipat dibandingkan dengan kontrol 0% PEG. 

2.2.2. Respon Tanaman 

Tanaman yang tercekam kekurangan air berkepanjangan 

mengakibatkan laju pertumbuhan terhambat sehingga ukuran dan 
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produksi lebih rendah dibandingkan dengan yang normal 

(Kramer, 1983). Tanaman akan memberikan beberapa mekanisme 

terkait cekaman kekeringan terjadi, pertama disebut sebagai 

desiccation postponement yakni kemampuan untuk mengatur 

hidrasi pada jaringan dan desiccation tolerance berupa 

kemampuan untuk tetap fungsional selama dehidrasi, dan ketiga 

drought escape yakni tanaman yang melengkapi siklus hidup 

mereka selama musim hujan, sebelum timbulnya kekeringan.Pada 

desiccation postponer air akan disimpan atau air akan dihabiskan. 

Penyimpan air akan menggunakan air secara konsevatif, 

melestarikan beberapa di tanah untuk digunakan di akhir siklus 

hidup mereka, sedangkan air pemboros akan mengonsumsi air 

secara boros, contohnya Prosopis sp.  tanaman ini telah 

menghancurkan semiarid di Barat Daya Amerika Serikat (Taiz et 

al., 2002).   

Beberapa strategi respon tanaman dilakukan dalam 

menghadapi cekaman kekeringan. Pada sel yang sedang tumbuh, 

air menciptakan turgidity sel, sehingga menampakkan bentuk dan 

strukturnya (Noggle dan Fritz, 1986). Pembesaran dan 

pembelahan sel hanya dapat terjadi pada tingkat turgiditas sel 

yang tinggi (Kramer, 1983). Cekaman air yang terjadi akan 

mempengaruhi membran sel dan menyebabkan turgor menurun 

dan selanjutnya menahan laju pembesaran sel. Pada tanaman yang 

toleran  terhadap cekaman kekeringan terjadi mekanisme 

mempertahankan turgor agar tetap di atas nol sehingga potensial 

air jaringan tetap rendah dibandingkan potensial air eksternal 

sehingga tidak terjadi plasmolisis (Jones and Turner, 1980). 

Kemampuan mengontrol terhadap transpirasi juga merupakan 

salah  satu mekanisme ketahanan tanaman terhadap adanya 

cekaman kekeringan.  Selanjutnya dilaporkan pula bahwa ukuran 

daun  yang kecil dan sukulen mengurangi laju kehilangan air 

melalui transpirasi (Farooq et al., 2009). 

Pembentukan ROS secara normal merupakan respon sinyal 

pertahanan awal tanaman secara biokimia terhadap cekaman 

kekeringan dan bertindak sebagai messenger sekunder untuk 
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memicu reaksi pertahanan berikutnya pada tanaman. ROS, yang 

terdiri dari ion oksigen, radikal bebas dan peroksida, terbentuk 

sebagai produk sampingan dari metabolisme normal oksigen dan 

memiliki peran penting dalam signaling sel. Akan tetapi, selama 

cekaman lingkungan seperti cekaman kekeringan, level ROS akan 

meningkat secara dramatis yang akan menyebabkan kerusakan 

oksidatif pada protein, DNA dan lipid. Karena sangat reaktif, 

ROS yang tinggi secara serius dapat merusak tanaman dengan 

meningkatkan peroksidasi lipid, degradasi protein, fragmentasi 

DNA dan akhirnya kematian sel (Khan et al., 2015). Pada 

tanaman, terdapat sistem pertahanan pada cekaman oksidatif. 

Perlindungan ini cukup untuk menghindari cedera yang 

disebabkan oleh oksigen aktif, sehingga menjamin fungsi normal 

sel. Tanaman memiliki sistem antioksidan enzimatik yang mana 

keseimbangan antara produksi ROS dan kegiatan enzim 

antioksidan menentukan apakah signaling oksidatif dan/atau 

kerusakan akan terjadi. 

Selain respon biokimia berkaitan dengan ROS, beberapa 

respon lain juga disebutkan oleh Taiz et al (2002) berupa 

pengurangan luas area dari daun, menstimulasi pengguguran 

daun, meningkatkan ekstensi akar, penutupan stomata sebagai 

respon dari sinyal asam absisat, dan meningkatkan deposisi lilin 

pada permukaan daun.  

2.3. Hormon 

Hormon tumbuhan merupakan kelompok yang secara alami 

terdapat pada tanaman, substansi organik yang mempengaruhi 

proses fisiologi pada konsentrasi yang rendah. Proses yang 

dipengaruhi antara lain pertumbuhan, diferensiasi, dan 

perkembangan (Davies, 2004). Hormon akan ditranspor ke bagian 

tertentu yakni tempat hormon berikatan ke suatu reseptor spesifik 

dan memicu respon-respon didalam sel-sel dan jaringan target. 

Setiap aspek pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan berada 

di bawah kontrol hormon hingga tingkat tertentu. Satu jenis 

hormon tunggal dapat meregulasi proses-proses selular dan 
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perkembangan yang sangat beraneka ragam. Sebaliknya, hormon-

hormon ganda dapat mempengaruhi satu proses tunggal 

(Campbell et al., 2005).  

2.3.1. Giberelin 

Giberelin (GAs), merupakan salah satu dari fitohormon 

penting, membentuk keluarga dari hormon diterpen yang terlibat 

dalam beberapa proses pertumbuhan dan perkembangan pada 

tumbuhan (Huang et al., 2015). Giberelin (GAs) merupakan 

regulator alami dari pertumbuhan dan perkembangan tanaman 

melalui siklus hidup pada tanaman tingkat tinggi, termasuk 

perkecambahan biji, pemanjangan batang, dan pembungaan 

(Hedden, 1999). Terdapat hingga 125 anggota dari giberelin, 

sedangkan yang paling banyak ditemui adalah G3 yang 

merupakan asam giberelin dari jamur, dan giberelin yang paling 

penting berasal dari tumbuhan yaitu GA1. Pada beberapa tanaman 

GA1 merupakan pertumbuhan aktif utama dari giberelin, 

sedangkan GA lain tidak aktif pada bentuknya sebelum 

mengalami konversi menjadi GA1 (Davies, 2004). 

 
Gambar 2. 5. Bioaktif GA1 dan GA3 (Sun, 2008) 

Biosintesis GA pada tanaman tingkat tinggi dapat dibedakan 

menjadi 3 tahap: (i) biosintesis ent-kaurene dari geranyl geranyl 
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diphospate (GGDP); (ii) konversi ent-kaurene menjadi GA12 

melalui sitokrom P450 monooksigenase, dan (iii) formasi C20 

dan C19 GA pada sitoplasma (Gambar 2.7). GGDP merupakan 

prekursor umum dari GA, karotenoid, dan klorofil. Kemudian 

diubah menjadi ent-kaurene, jalur intermediet pertama pada 

biosintesis GA, pada reaksi siklik 2 tahap, dikatalis oleh ent-

kopalil difosfat sintase (CPS) dan ent-kauren sintase (KS). Pada 

proses selanjutnya,  oksidasi bertahap untuk menghasilkan GA12 

dengan dikatalis ent-kaurene oksidase (KO) dan ent-asam 

kaurenoid oksidase (KAO). Pada tahap ketiga, GA12 dapat 

dikonversi lebih lanjut menjadi GA53 oleh 13-hidroksilasi. GA12 

dan GA53 kemudian diubah menjadi beberapa intermediet GA 

dan bioaktif GA, termasuk GA1 dan GA4, yang dikatalis oleh 2-

oxoglutarate-dependent dioxygenases, GA 20-oxidases (GA20ox) 

dan 3-oxidases (GA3ox) yang dapat dilihat pada gambar 2.7 (Sun, 

2008). Jumlah giberelin perlu dalam keadaan yang cukup dan 

tidak berlebih karena dapat mempengaruhi kecepatan sintesis dan 

deaktivasinya, sehingga terdapat jalur pengubahan GA aktif 

tersebut yang dikatalis oleh GA2oksidase sehingga dapat 

menonaktifkan giberelin (Sun, 2008).  
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Gambar 2. 6. Biosintesis Giberelin (Huang et al., 2015) 

 

 Pada jalur biosintesis ditinjau dari segi gen yang berperan 

dalam mengkode enzim berkaitan, CPS, KS, dan KO masing-

masing dikode dari satu gen pada Arabidobsis, dan hampir 

seluruh tanaman yang telah diperiksa sebelumnya. Pola ekspresi 

dari KS hampir sama dengan CPS, namun secara keseluruhan 

jumlah mRNA KS lebih tinggi dibandingkan dengan CPS 

(Yamaguchi et al., 1998). GA20ox, GA3ox, dan GA2ox masing-

masing dikode oleh keluarga gen dan masing-masing memiliki 

pola spesifikasi pada jaringan yang berbeda. GA3ox1 
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diekspresikan pada semua tahap perkembangan, GA3ox2 

diekspresikan utamanya pada biji yang mengalami germinasi dan 

jaringan vegetatif. Kebalikannya, GA3ox3 dan GA3ox4 hanya 

diekspresikan pada bunga dan siliques (Sun, 2008). 

 Biosintesis GA dipisahkan menjadi kompartemen selular 

yang berbeda (Gambar 2.8). GGDP dalam biosintesis GA 

terutama berasal dari jalur metileritritol fosfat pada plastida, 

meskipun jalur sitoplasmik mevalonat juga memberikan 

kontribusi yang kecil (Kasahara et al., 2002). Studi biokimia 

menunjukkan dua terpen sintase CPS dan KS terdapat pada 

stroma plastida, sedangkan KO terdapat pada permukaan luar dari 

pembungkus plastida, dimana KAO berasosiasi dengan retikulum 

endoplasma. GA20ox, GA3ox, dan GA2ox merupakan enzim yang 

larut dan diperkirakan terdapat pada sitoplasma. Oleh karena itu, 

hidrokarbon ent-kaurene disintesis di plastida oleh CPS dan KS 

kemudian ditransfer melalui pembungkus plastida untuk diubah 

menjadi ent-asam kaurenoit oleh KO, kemudian menjadi GA12 

oleh KAO dan diubah menjadi aktif giberelin GA oleh GA20ox 

dan GA3ox disitoplasma seperti yang tampak pada gambar 

berikut. 

 
Gambar 2. 7. Lokasi jalur biosintesis dan katabolisme giberelin. 
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Berdasarkan penelitian lebih lanjut yang dilakukan oleh Gallego-

Giraldo (2008), homeostasis giberelin dimediasi oleh gen 

biosintesis GA20ox, GA3ox, dan oleh gen katabolisme dari 

GA2ox (Gallego-Giraldo et al., 2008) 

2.3.2. Etilen 

Etilen merupakan hormon tumbuhan yang berasosiasi pada 

tanaman terhadap luka, serangan patogen, dan cekaman lain 

(Arshad and Frankenberger, 2002). Gas etilen ( ) disintesis 

dari metionin pada banyak jaringan sebagai respon terhadap stres 

(Davies, 2004). Hormon ini tidak terlihat esensial untuk 

pertumbuhan vegetatif dewasa secara normal, dibuktikan dengan 

tanaman transgenik dengan defisiensi etilen tetap dapat tumbuh 

secara normal. Namun meskipun begitu, tanaman tersebut tidak 

melakukan pembibitan dan penetrasi kedalam tanah, hal ini 

karena mereka kekurangan kemampuan penebalan pada batang 

dan pucuk sebagai respon adanya etilen, serta mereka akan rentan 

terhadap penyakit karena kekurangan respon resistensi induksi-

etilen terhadap penyakit. Etilen disintesis secara natural oleh 

tumbuhan dan aktif pada konsentrasi rendah (  

(Davies, 2004). 

 

Gambar 2. 8. Struktur kimia etilen 
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Rumus kimia dari etilen terlihat pada gambar 2.9, karena struktur 

yang sederhana tersebut, beberapa komponen diajukan sebagai 

prekursor dari hormon ini, termasuk asam linoleat, propanal, beta-

alanin, dan metionin (Lin, 2009). Penelitian membuktikan bahwa 

C3 dan C4 dari metionin diubah menjadi etilen, sedangan C1 dan 

C2 akan bergabung menjadi  dan asam format (Davies, 

2004). Metionin menjadi etilen melalui 3 kunci reaksi (i) 

metionin akan diubah menjadi S-AdoMet (S-adenosilmetionin) 

oleh S-AdoMet synthetase; (ii) ACC synthase (ACS) mengubah 

S-AdoMet menjadi ACC (1-aminocyclopropane-1 carboxylic 

acid), dan (iii) ACC oxydase (ACO) akan mendegradasi ACC 

untuk melepaskan etilen dan menginduksi transkripsi seperti yang 

tampak pada gambar berikut.  

 

Gambar 2. 9. Jalur biosintesis etilen Modifikasi dari Arc et al (2013). 

ACO 
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Konversi ACC menjadi etilen yang dikatalis oleh ACO 

merupakan oxygen-dependent, dan pada kondisi anaerob, formasi 

etilen akan ditekan. Pada reaksi ini dan oksigen dibutuhkan 

sebagai kofaktor dan kosubstrat. Terpisah dari ACC, ACS juga 

memproduksi 5’-metiltioadenosin (MTA), yang mana berfungsi 

dalam sintesis metionin baru, memastikan bahwa laju yang tinggi 

dari biosintesis etilen dapat di pertahankan meskipun jumlah 

metionin kecil. Gas beracun HCN terbentuk dari dekomposisi 

ACC kemudian didetosifikasi oleh beta-cyanoalanin sintase (Lin, 

2009).  

 Oeller et al (1991) telah menggunakan antisense RNA 

dari ACC sintase untuk menghambat pemasakan buah tomat. 

Klee et al. (1991), dan Kende dan Zeevaart (1997) menyatakan 

bahwa tomat dengan transformasi antisense ACC sintase 

menurunkan sintesis etilen mencapai 99%, sedangkan ACC 

oksidase dengan orientasi antisense dari tomat menurunkan 

biosintesis etilen hingga 87%-90% (Hamilton et al., 1990; Picton 

et al. 1993), hal yang serupa juga terjadi pada melon (Amor et al., 

1998; Flores et al., 2002). Setiap enzim berperan dalam regulasi 

biosintesis etilen dan dikode oleh keluarga gen. Namun, 

berkebalikan dengan ACS, ACO berada konsentrasi yang lebih 

tinggi pada jaringan tanaman dalam membentuk etilen (Davies, 

2004). Pada Nicotiana tabacum, sembilan ACS gen telah 

diidentifikasi sejauh ini antara lain Nt-ACS1 hingga Nt-ACS5 (Ge 

et al., 2000), dan Nt-ACS6 hingga Nt-ACS9. Cekaman pada 

tanaman berasosiasi meningkatkan produksi etilen dan 

berkorelasi dengan peningkatan ekspresi gen ACS dan ACO, 

pada tembakau contohnya, NT-ACS1 diinduksi selama TMV 

(Tobacco Mosaic Virus) karena xylanase, dan NT-ACS2 diinduksi 

oleh beberapa cekaman lingkungan, sedangkan NT-ACS3, NT-

ACS4 dan NT-ACS5 diinduksi oleh adanya luka (Ge et al., 2000). 
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2.3.3. Asam Jasmonat 

Biosintesis dari Asam jasmonat dan derivatnya berperan 

dalam pematangan buah, produksi viabel polen, pertumbuhan 

akar, sulur, serta ketahanan terhadap patogen dan serangga. Asam 

jasmonat dan metil ester (metil jasmonat, MeJA) merupakan asam 

linolenic yang berasal dari cyclopentanone yang banyak 

disebutkan dalam dunia tumbuhan. Penelitian terbaru 

menunjukkan bahwa eksogenus JA atau MeJA dapat mendorong 

penuaan dan berperan dalam pengatur pertumbuhan (Creelman 

dan Mullet, 1997).  

Biosintesis dari jasmonat dimulai dengan pelepasan asam 

linolenic, asam lemak C18 poli-tak jenuh, yang berasal dari lipid 

membran plastida oleh lipase. Asam linolenic ini kemudian 

diubah menjadi asam 13-hidroperoksilinolenic oleh 13 

lipoksigenase (LOX), dan oleh allene oksida sintase (AOS) 

dikatalis untuk membentuk formasi asam 12,13-epoksilinolenic 

(Gambar 2.111). Asam 12,13-epoksilinolenic, produk dari AOS, 

secara cepat disiklisasi oleh enzim allene oksida siklase (AOC), 

menghasilkan asam 12-okso-cis-10, 15-fitodienoic (OPDA), 

turunan cyclopentanone. Tahap kedua dari biosintesis JA terjadi 

pada peroksisom, OPDA dari plastida akan ditransfer ke 

peroksisom untuk konversi metabolik selanjutnya. Di peroksisom, 

OPDA pertama-tama dikonversi menjadi asam 

3‐oxo‐2‐(cis‐2′‐pentenyl) cyclopentane‐1‐octanoic (OPC‐8:0) 

oleh OPDA reduktase. OPC-8:0 diaktifkan oleh kasboksil-CoA 

ligase, yang dikode oleh OPCL1 pada Arabidopsis, dan diubah 

menjadi asam 7- -oksidase sebanyak 3 kali. 

JA terbentuk dari amide-linked konjugasi dengan isoleusin dan 

asam amino lain untuk menghasilkan jasmonoyl-isoleucine dan 

jasmononil-asam amino lain. Pada Arabidopsis reaksi konjugasi 

ini dikatalis oleh enzim yang dikode oleh JAR1 (Jasmonate 

Resistant1) (Buchanan et al., 2015). 
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Gambar 2. 10. Biosintesis Jasmonat; Modifikasi dari He et al. (2002). 

Allene oksida sintase (AOS) dan lipoxygenase (LOX) seperti 

yang telah dijelaskan sebelumnya dibutuhkan dalam biosintesis 

JA. Regulasi positif feedback pada transkipsi enzim yang dikode 

gen ini telah diketahui dan digunakan sebagai marker pada 

beberapa jenis tanaman. Pada Arabidopsis, ekspresi dari AtAOS2 

dan AtLOX2 diregulasi oleh JA (Sato, 2013). Pada padi, induksi 
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OsAOS2 dan OsLOX1 terdeteksi 6 jam setelah perlakuan JA. 

(Walia et al., 2007). 

2.3.4. Asam Salisilat 

Asam salisilat merupakan senyawa yang terdiri atas 7 karbon, 

secara alami terjadi dari senyawa fenolik dan disintesis 

endogenus pada tanaman (Khan et al., 2006). Asam salisilat 

disintesis melalui dua jalur dan kompartemen yang berbeda 

dengan prekursor yang berbeda pula. Jalur fenilpropanoin 

diinisiasi dari fenilalanin di sitoplasma, sedangkan jalur 

isokorismat terdapat dikloroplas (Vicente dan Plasencia, 2011). 

SA telah dikenali sebagai sinyal regulator yang memediasi respon 

tanaman terhadap cekaman biotik dan abiotic seperti kekeringan 

(Munne- Bosch dan Penuelas, 2003), dingin (Kang dan Saltveit, 

2002), logam berat (Meetwally et al., 2003), panas (Shi et al., 

2006), cekaman osmotic (Borsani et al., 2001), dan respon 

sistemik mikroba pathogen (Shah, 2003). Jalur asam sikimat 

secara sederhana mengubah perkursor karbohidrat dari proses 

glikolisis dan jalur pentosa fosfat menjadi asam amino aromatik 

termasuk prekursor SA, Fenilalanin (Herrmann and Weaver, 

1999). Jalur paling umum dari biosintesis SA adalah dari jalur 

penilalanin. Bagaimanapun juga, biosintesis SA juga dapat dilalui 

melalui jalur isokorismat. Jalur asam sikimat akan menghasilkan 

asam korismat yang merupakan satu dari beberapa jalur utama 

yang menghasilkan senyawa aromatik, termasuk asam amino 

aromatik. Satu cabang dari korismat akan memproduksi 

fenilalanin, yang mana oleh PAL akan diubah menjadi asam trans 

sinamat, yang dapat membentuk dua senyawa yang terlibat dalam 

pembentukan SA, asam ortho kumerik dan asam benzoat yang 

akan dihidroksilasi oleh BA2H menghasilkan SA. Jalur lain dari 

korismat menghasilkan isokromat melalui aktivitas dari ICS, 

selanjutnya produk dimodifikasi oleh IPL untuk membentuk SA 

seperti yang terlihat pada gambar berikut (Davies, 2004). 
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Gambar 2. 11. Biosintesis Asam Salisilat (Davies, 2004) 

Beberapa gen berperan penting dalam biosintesis SA dan 

menjadi penanda dalam sintesis SA. Faktor cekaman abiotik telah 

menjadi salah satu bukti modulasi enzim utama yang terlibat 

dalam biosintesis SA. Overproduksi SA melalui peningkatan 

aktivitas enzim terkait (ICS) pada tanaman membantu tanaman 

dalam meningkatkan proteksi terhadap cekaman lingkungan. ICS 

oleh Wildermuth et al (2001) dikatan ikut serta dalam biosintesis 

SA sebagai rangkaian dari pertahanan tanaman.  

Pada tanaman dengan tingkat SA yang rendah, biosintesis SA 

tersebut diinduksi jika adanya cekaman biotik maupun abiotik. 

Misalnya, pada Arabidopsis dan tembakau, akumulasi SA dipicu 

oleh radiasi UV-C atau Ozon (Hedden  dan Thomas, 2006). Pada 

tanaman dengan tingkat SA yang alami tinggi, seperti beras dan 

kentang, inokulasi patogen dapat tidak menginduksi biosintesis de 

novo SA (Silverman et al., 1995). 
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2.4. Housekeeping Gene 

Gen referensi merupakan gen reaksi kontrol internal yang 

memiliki sekuens berbeda dibandingkan dengan target. Untuk gen 

ini diperlukan beberapa kriteria penting (Chervoneva et al., 

2010). Hal yang paling penting dari gen referensi ini adalah 

bahwa ekspresi dari gen tersebut tidak berpengaruh terhadap 

faktor perlakuan yang diberikan. Disamping itu, gen ini harus 

memiliki variasi yang rendah pada ekspresinya diantara jaringan 

dan daerah fisiologi dari organisme. Sehingga gen yang dapat 

memenuhi kondisi tersebut merupakan gen metabolisme dasar, 

(atau yang disebut housekeeping genes) atau dalam definisi, ikut 

serta dalam proses yang esensial untuk kelangsungan sel dengan 

ekspresi stabil dan tidak diregulasi oleh tingkat yang konstan 

(Thellin et al., 1999). Ekspresi gen referensi yang bervariasi 

secara signifikan dibawah kondisi percobaan yang berbeda 

memberikan kemungkinan bahwa kesalahan tersebut dihasilkan 

dari kesalahan normalisasi (Stephens et al., 2011).  

ef1 merupakan salah satu contoh gen referensi yang 

menunjukkan sifat paling stabil. Hal tersebut ditunjukkan oleh 

Nicot et al. (2005) pada penelitiannya bahwa gen referensi 

actin dan tubulin mengalami peningkatan signifikan 

sedangkan ef1 menunjukkan kestabilan paling tinggi pada 

uji stabilitas gen tersebut. 

2.5. Polymerase Chain Reaction(PCR) 

Teknik PCR dapat digunakan untuk mengamplifikasi segmen 

DNA dalam jumlah jutaan salinan hanya dalam beberapa jam 

(Handoyo dan Ari, 2000). Keberhasilan amplifikasi dalam reaksi 

PCR ditentukan ada tidaknya primer oligonukleotida yang 

menempel dan menyatu dengan DNA template. Primer akan 

menempel pada DNA genom yang memiliki susunan basa 

nukleotida yang komplemen (Sunandar dan Imron, 2010). Di 
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samping ditentukan ada tidaknya situs penempelan primer, 

keberhasilan amplifikasi dipengaruhi pula oleh volume dan 

konsentrasi komponen dalam reaksi PCR, antara lain enzim DNA 

polymerase, template DNA, dNTP, buffer, serta kondisi reaksi 

PCR (Sambrook and Russell, 2001).  

Proses PCR menggunakan menggunakan alat termosiklus. 

Sebuah mesin yang memiliki kemampuan untuk memanaskan 

sekaligus mendinginkan tabung reaksi dan mengatur temperatur 

untuk tiap tahapan reaksi. Ada tiga tahapan penting dalam proses 

PCR yang selalu terulang dalam 30-40 siklus dan berlangsung 

dengan cepat (Yusuf, 2010). Proses tersebut antara lain : 

 

1. Denaturasi 

Denaturasi DNA merupakan proses pembukaan DNA untai 

ganda menjadi DNA untai tunggal. Proses ini biasanya 

berlangsung sekitar 3 menit untuk meyakinkan bahwa molekul 

DNA terdenaturasi menjadi DNA untai tunggal. Denaturasi yang 

tidak lengkap mengakibatkan DNA mengalami renaturasi 

(membentuk DNA untai ganda kembali) secara cepat, dan ini 

mengakibatkan gagalnya proses PCR. Waktu denaturasi yang 

terlalu lama dapat mengurangi aktivitas enzim Taq polymerase. 

Aktifitas enzim tersebut mempunyai waktu paruh lebih dari 2 

jam, 40 menit, 5 menit masing-masing pada suhu 92,5 , 95 dan 

97,5°C (Yusuf, 2010). 

 

2. Annealing (penempelan primer) 

Annealing merupakan proses penempelan primer pada DNA 

untai tunggal cetakan yang akan dilipatgandakan. Waktu 

annealing yang biasa digunakan dalam PCR adalah 30 – 45 detik. 

Kisaran temperatur penempelan yang digunakan adalah antara 

36°C sampai dengan 72°C, namun suhu yang umum digunakan 

berada diantara 50 – 60°C (Yusuf, 2010). Disamping itu, 
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banyaknya kandungan GC dan konsentrasi primer itu sendiri 

berpengaruh terhadap penempelan primer pada DNA target. 

3. Extention (pemanjangan primer) 

Pada tahap ini Taq polymerase memulai aktivitasnya dengan 

memperpanjang DNA primer dari ujung 3’. Kecepatan 

penyusunan nukleotida oleh enzim tersebut pada suhu 72°C 

diperkirakan 35 – 100 nukleotida/detik, bergantung pada buffer, 

pH, konsentrasi garam dan molekul DNA target. Dengan 

demikian untuk produk PCR dengan panjang 2000 pasang basa 

dibutuhkan waktu kurang lebih 1 menit untuk tahap perpanjangan 

primer. Umumnya, di akhir siklus PCR waktu yang digunakan 

untuk tahap akan diperpanjang hingga 5 menit sehingga seluruh 

produk PCR diharapkan terbentuk DNA untai ganda (Yusuf, 

2010). 

PCR memiliki beberapa keunggulan, diantaranya dapat 

memperbanyak DNA pada bagian yang spesifik sesuai yang 

diharapkan (Sanderson et al., 2003), memiliki sensitivitas tinggi, 

dapat digunakan untuk melakukan pengujian DNA (Loeffelholz 

dan Deng, 2006), dan mampu memberikan hasil dalam waktu 

singkat (Bell, 2002).Real-time PCR merupakan sebuah 

modifikasi terbaru dari metode PCR konvensional. Prinsip 

kerjanya hampir sama dengan PCR konvensional, namun real-

time PCR dapat mengkuatifikasi dan memonitor secara langsung 

amplifikasi dari suatu DNA spesifik (Kubista et al.,2006). 

Amplifikasi DNA dapat dipantau oleh instrumen real-time PCR 

oleh karena adanya suatu zat yang dinamakan flourescent 

reporter. Flourescent reporter merupakan zat yang berikatan 

dengan DNA target dan memancarkan sinyal flourosensi 

yang7yyz menggambarkan jumlah produk yang dihasilkan. 

Flourescent reporter terdiri atas flourescent dye dan probe. 

Flourescent dye pada dasarnya zat yang berflourosensi ketika 

berikatan dengan DNA, sedangkan probe merupakan primer yang 

telah dilabeli dengan zat radioaktif dan bekerja seperti flourescent 
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dye. Flourescent dye akan terus berikatan selama amplifikasi 

DNA, sehingga flourosensinya akan terus bertambah. Namun 

flourosensi akan berkurang ketika dye tidak mengimbangi jumlah 

DNA yang terus bertambah. Sinyal flourosensi ini ditampilkan 

sebagai kurva response yang menggambarkan jumlah DNA yang 

diperbanyak seiring jalanya siklus (Kubista et al., 2006, Fraga et 

al., 2008).  
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BAB III 

METODOLOGI 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian dilakukan pada September 2016 hingga Januari 

2017 di Laboratorium TDDC (Tropical Disease Diagnostic 

Center) Surabaya. 

3.2 Metode Pelaksanaan 

3.2.1 Preparasi Sampel 

Preparasi sampel merupakan kegiatan penghalusan 

sebelum sampel diekstraksi untuk mendapatkan RNA. Sampel 

yang digunakan berupa hasil penelitian kultur jaringan tembakau 

Estiasih (2016) dengan tiga varietas berbeda yakni MKY, 

Marokot, dan Jepon Mawar. Pada 18-20 hari pertama (hingga 

muncul dua helai daun) media yang digunakan merupakan 

medium MS, kemudian setelah muncul 2 helai daun dipindahkan 

ke media dengan PEG 6000 30% (D30) untuk menginduksi 

kekeringan dan tanpa penambahan PEG sebagai kontrol setelah 

induksi pertumbuhan. Setelah satu minggu dengan perlakuan 

kekeringan, tanaman dipanen untuk dilakukan preparasi sampel 

esktraksi RNA. Sampel dihaluskan dengan penambahan nitrogen 

cair sedikit demi sedikit agar proses lebih mudah dan sampel 

berubah menjadi bubuk halus. 

3.2.2 Preparasi Primer 

Masing-masing konsentrasi pasangan spesifik primer 

yang digunakan pada penelitian dioptimasi berdasarkan instruksi 

SYBR  Green PCR Master Mix and RT-PCR Protocol, Applied 

Biosystems dengan data mengenai sekuens gen tersebut antara 

lain tampak pada tabel berikut. 
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Tabel 3. 1 Pasangan spesifik primer forward dan primer reverse 

No Gen  Nomer Aksesi Primer Forward 

(5’  3’) 

Primer Reverse 

(5’  3’) 

1. NtACO AB012857 CTGGACTTGCT

ATGTGAA 

GTGGATAGTTG

CTAACCTTA 

2. NtGA3ox

1 

EF471116 AGAGTCTATTC

CAGTGAT  

CCATATTGTCC

AGTAGTC 

3. NtICS AY740529 ATTGGAGGCTG

TATGTTC  

ATCTTCAGTCT

GGAGTCT  

4. NtAOS AB778304 CGGAGCGAACC

CAGGTGAAAC 

AGACCAAGAGT

GACCAAAGGAT

GAAG 

5. NtEF-1a AF120093 TGAGATGCACC

ACGAAGCTC 

CCAACATTGTC

ACCAGGAAGTG 

 

3.2.3 Analisa Ekspresi Gen 

a. Ekstraksi RNA Total 

Ekstraksi RNA dilakukan menggunakan Total RNA Mini 

Kit (Plant) (Geneaid). Kit terdiri dari beberapa komponen yaitu 

RB Buffer, PRB Buffer, W1 Buffer, Wash Buffer, RNase-free 

water, Filter Column, RB Column dan 2 ml Collection Tube.  

Ekstraksi RNA terdiri dari empat langkah, pertama adalah 

lisis (Lysis). Lima ratus μl RB Buffer dan 5 μl ß-mercaptoethanol 

ditambahkan pada sampel yang telah digerus. Kemudian 

dicampur menggunakan vortex kemudian diinkubasi pada 60ºC 

selama 5 menit. Sementara itu Kolom Filter ditempatkan dalam 

tabung koleksi 2 ml, kemudian campuran sampel ditransfer ke 

kolom, lalu dilakukan sentrifugasi selama 1 menit dengan 

kecepatan 1.000 rpm kemudian kolom filter dibuang. Filtrat 

dengan hati-hati ditransfer ke tabung mikrosentrifugasi 1,5 ml 

baru.  



33 

 

 

 

Langkah kedua adalah pengikatan RNA (RNA Binding). 

Etanol absolut sebanyak 250 μl ditambahkan pada filtrat. Kolom 

RB ditempatkan dalam tabung koleksi 2 ml kemudian campuran 

ditransfer ke Kolom RB. Lalu dilakukan sentrifugasi dengan 

kecepatan 15.000 rpm selama 1 menit. Jika campuran tidak bisa 

mengalir melewati membran kolom RB setelah sentrifugasi, 

waktu sentrifugasi ditingkatkan sampai lolos sepenuhnya. Cairan 

dibuang lalu kolom RB ditempatkan kembali dalam tabung 

koleksi 2 ml.  

Langkah ketiga adalah pencucian (Washing). Empat ratus 

μl Buffer W1 ditambahkan ke pusat kolom RB. Lalu dilakukan 

sentrifugasi dengan kecepatan 15.000 rpm selama 30 detik. 

Cairan yang terdapat pada tabung penampung dibuang dan kolom 

RB ditempatkan kembali pada tabung penampung 2 ml. Lalu 

ditambahkan 600 μl Wash Buffer (yang telah ditambahkan etanol 

sebelumnya) ke pusat Kolom RB, disentrifugasi dengan 

kecepatan 15.000 rpm selama 30 detik. Cairan yang terdapat pada 

tabung penampung dibuang kemudian kolom RB ditempatkan 

kembali pada tabung penambung 2 ml. Lalu 600 μl Wash Buffer 

(yang telah ditambahkan etanol sebelumnya) ditambahkan ke 

pusat Kolom RB. Kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 

15.000 rpm selama 1 menit. Cairan yang berada pada tabung 

penampung dibuang, kemudian kolom RB ditempatkan kembali 

pada tabung penampung. Kemudian kembali disentrifugasi 

dengan kecepatan 15.000 rpm selama 3 menit untuk 

mengeringkan matriks kolom.  

Langkah keempat adalah elusi RNA (RNA Elution). 

Kolom RB yang kering diletakkan dalam tabung 

mikrosentrifugasi 1,5 ml bersih. Kemudian ditambahkan 50 μl 

RNase free water menggunakan pipet mikro ke pusat matriks 

kolom, didiamkan selama minimal 2 menit untuk memastikan air 

bebas RNase benar-benar diserap, lalu disentrifugasi dengan 

kecepatan 15.000 rpm selama 1 menit untuk mendapatkan RNA 

yang murni. 
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b. Kuantifikasi Konsentrasi RNA Total 

Kuantifikasi konsentrasi RNA total dilakukan dengan 

menggunakan Nano Drop (Thermo Scientific™ NanoDrop 2000).  

Pertama, komputer yang berhubungan dengan Nano Drop 

dinyalakan dan software dijalankan. Kemudian, tempat sampel 

pada Nano Drop dilap menggunakan tissue bersih. RNase Free 

Water diukur terlebih dulu sebagai Blank. Kemudian sampel 

diteteskan pada alat NanoDrop, maka secara otomatis konsentrasi 

RNA Total akan terdeteksi. RNase Free Water dan sampel yang 

diteteskan pada alat NanoDrop untuk pengukuran adalah 

sebanyak 2 μl. 

c. Analisa Kuantitatif PCR Real Time 

 Ekspresi gen yang telah ditentukan sebelumnya dianalisa 

dengan menggunakan Real-Time PCR kuantitatif (qRT-PCR). 

qRT-PCR dijalankan dengan menggunakan KAPA SYBR FAST 

Universal One-Step qRT-PCR Kit (Kapa Biosystem). Terdapat 

empat langkah analisa qRT-PCR menggunakan kit ini. Pertama, 

mempersiapkan campuran master PCR (yang mengandung 

MgCl2). Harus dipastikan bahwa semua reagen di-thawing dan 

dikocok dengan benar. Campuran KAPA RT harus disimpan di 

atas es selama penggunaan dan reaksi-reaksi dilakukan di atas es. 

Adapun template RNA yang digunakan dalam penelitian ini 

memiliki konsentrasi 20 ng/ μl dari setiap sampel tiap perlakuan. 

Volume yang dibutuhkan dari masing-masing komponen 

dijelaskan dalam tabel berikut: 
Tabel 3. 2. Komponen PCR 

Komponen Jumlah (µl) 

Nuclease free water menyesuaikan 

2x KAPA SYBR FAST qPCR 5 

Master Mix210 µl Forward 

Primer 

0. 2 

Master Mix210 µl Reverse 

Primer 

0. 2 

50X KAPA RT Mix 0.2 
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Template RNA 15 ng 

Total  10 

 

 Langkah selanjutnya adalah mengatur reaksi individual. 

Volume yang sesuai dari semua komponen PCR ditransfer ke 

masing-masing tabung PCR. Selanjutnya, langkah ketiga, PCR 

dilakukan dengan protokol yang ditunjukkan pada Tabel 3.3. 

Adapun siklus PCR yang digunakan adalah sebanyak 39 siklus. 

Tabel 3. 3. Kondisi PCR 

Langkah Temperatur Durasi 

Reverse Transcription 42ºC  5 menit  
Inaktivasi enzim 95ºC  3 menit  
Denaturasi 95ºC  3 detik  
Annealing/ekstensi/Data 

acquisition 

61,3ºC  
 

20 detik  
 

 Langkah keempat adalah analisa hasil dengan 

penghitungan Ct yang didapatkan dari PCR Real time. 

3.3 Analisa Hasil PCR Real Time 

Data yang didapatkan dari qRT-PCR (berupa nilai Treshold 

Cycle) dihitung menggunakan metode Livak. Metode Livak 

merupakan kuantifikasi relatif berkaitan dengan sinyal PCR dari 

transkrip target dalam kelompok perlakuan dengan sampel yang 

lain seperti misalnya kontrol tidak diberi perlakuan. Metode ini 

adalah cara yang mudah untuk menganalisis perubahan relatif 

ekspresi gen dari eksperimen real-time PCR kuantitatif (Livak & 

Schmittgen, 2001). Untuk mendapatkan nilai tingkat ekspresi 

mRNA gen target. Langkah-langkah penghitungan adalah sebagi 

berikut:  

a. Normalisasi CT (gen target) terhadap CT (gen referensi) 

Δ CT(kalibrator)= CT (target kalibrator)-CT (referensi 

kalibrator)  

Δ CT(tes)= CT (target tes)-CT (referensi tes)  
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b. Normalisasi Δ CT sampel terhadap Δ CT kalibrator  

Δ Δ CT= Δ CT (tes)- Δ CT(kalibrator)  

c. Kalkulasi rasio ekspresi  

Rasio ekspresi=2 -Δ Δ CT 

3.4 Rancangan Penelitian dan Analisa Data 

Rancangan penelitian ini menggunakan deskriptif 

kuantitatif dari representasi rasio ekspresi mRNA relatif ±SD 

berdasarkan data hasil qRT-PCR yang sebelumnya telah dihitung 

menggunakan metode Livak 2-ΔΔCT.  
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Ekspresi gen merupakan proses dimana informasi dari 

gen digunakan dalam sintesis produk fungsional yang dapat 

berupa protein ataupun non-protein. Messenger RNA (mRNA) 

adalah molekul RNA yang berasal dari transkripsi DNA dan 

membawa informasi ke lokasi sintesis protein, ribosom. Di 

ribosom, mRNA kemudian akan ditranslasikan menjadi polimer 

asam amino; protein (Bolsover, 2014). Dengan demikian, level 

mRNA atau protein dapat merepresentasikan ekspresi gen yang 

terjadi berupa peningkatan (up-regulated) atau penurunan (down-

regulated). Pada penelitian ini profil ekspresi gen dianalisis pada 

level transkriptomik menggunakan mRNA. 

Perubahan tingkat ekspresi mRNA dalam penelitian ini 

dianalisa menggunakan quantitative real time PCR. mRNA akan 

ditranskripsi balik menjadi cDNA, kemudian cDNA akan 

digunakan sebagai cetakan dalam proses amplifikasi gen target 

menggunakan primer spesifik. Dalam proses amplifikasi tersebut, 

amplicon dari gen target dideteksi dengan menggunakan pewarna 

SYBR-Green. Pewarna akan mengikat untai minor DNA (Pochel 

et al., 2003) dan memancarkan fluorosens 1000 kali lebih besar 

dibandingkan SYBR-Green bebas dalam larutan (Huang et al., 

1995). Oleh sebab itu, peningkatan jumlah DNA yang 

diamplifikasi menyebabkan jumlah pewarna yang terikat pada 

DNA juga bertambah, sehingga meningkatkan intensitas 

fluorosens dari SYBR-Green. Peningkatan jumlah DNA yang 

terdeteksi menggambarkan tingkat ekspresi gen (Pochel et al., 

2003). 

Strategi kuantifikasi merupakan prinsip penentu pada 

analisis ekspresi gen menggunakan qRT-PCR yang secara umum 

terbagi menjadi dua strategi, kuantifikasi absolut dan relatif. 
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Kuantifikasi absolut berhubungan dengan sinyal PCR untuk 

selanjutnya dihitung menggunakan kurva kalibrasi, sedangkan 

kuantifikasi relatif menghitung perubahan relatif pada ekspresi 

mRNA dibandingkan dengan kontrol. Kuantifikasi relatif lebih 

mudah untuk dilakukan karena tidak dibutuhkan kurva kalibrasi. 

Hal tersebut tergantung pada level ekspresi dari gen target 

dibandingkan gen referensi (Pfaffl, 2004).  

Gen referensi merupakan gen kontrol internal yang memiliki 

sekuens berbeda dibandingkan gen target (Chervoneva et al., 

2010) dengan ekspresi dari gen referensi tidak berpengaruh 

terhadap faktor perlakuan yang diberikan. Ef1 adalah salah satu 

contoh gen referensi yang menunjukkan sifat paling stabil. Hal 

tersebut ditunjukkan oleh Nicot et al. (2005) pada penelitiannya 

bahwa actin dan tubulin mengalami peningkatan signifikan 

sedangkan ef1 memiliki kestabilan paling tinggi pada uji 

stabilitasnya. Gen EF-1α sendiri merupakan gen yang mengkode 

enzim EF-1α yang berperan dalam sintesis protein, meningkatkan 

pengikatan GTP-dependen aminoasil tRNA pada ribosom selama 

fase elongasi translasi dan ikut serta dalam proofreading akurasi 

kodon-antikodon (Sturzenbaum & Kille, 2001). 

Penggunaan PCR sebagai salah satu metode untuk 

mengetahui ekspresi gen dipengaruhi oleh berbagai hal, 

diantaranya adalah konsentrasi dan kemurnian RNA (cetakan). 

Adapun konsentrasi RNA total yang digunakan sebagai cetakan 

untuk proses PCR Real Time pada penelitian ini adalah 15 ng/μl 

dengan kemurnian RNA tampak pada  lampiran. Kemurnian RNA 

didasarkan pada rasio gelombang 260 nm dan 280 nm. Asam 

nukleat mempunyai absorbansi maksimum pada panjang 

gelombang 260 nm, sedangkan protein pada 280 nm. Nilai 

absorbansi protein yang tinggi dapat mempengaruhi akurasi data 

(Fleige, 2006) karena kemampuannya berasosiasi dengan RNA 
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sehingga pada kasus tertentu dapat menghambat aktivitas RNA 

(Sim, 2009). Rasio absorbansi pada kedua panjang gelombang 

tersebut digunakan untuk mengukur kemurnian (Teare et al., 

1997). Jika rasio 260/280 memberikan nilai dikisaran 1.8-2.0, 

maka hal tersebut merupakan salah satu indikator bahwa RNA 

tergolong baik untuk digunakan dalam penelitian (Fleige dan 

Pfaffl, 2006). 

4.1.1 NtACO 

NtACO adalah gen pada Nicotiana tabacum yang 

mengkode enzim 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid oxidase 

(Chen et al., 2003). Enzim ini berperan dalam mengkatalisis 

konversi ACC menjadi etilen (Jakubowicz et al., 2010).  

Biosintesis etilen distimulasi pada saat tanaman mengalami 

cekaman, termasuk kekeringan (Morgan and Drew, 1997).  

 

 
Gambar 4. 1 Ekspresi mRNA relatif gen NtACO 

Tampak pada gambar 4.1 seiring peningkatan konsentrasi 

cekaman kekeringan yang diberikan, ekspresi dari gen ACO 

mengalami peningkatan di semua varietas uji (var. Marakot, 

Jepon Mawar dan MKY) dibandingkan dengan kontrol, masing-
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masing sebesar 1.079; 1.014; dan 1.532. Peningkatan produksi 

etilen juga ditunjukkan oleh Yang (2014) dalam penelitiannya 

melalui konsentrasi ACC yang meningkat ketika tanaman 

Triticum aestivum dicekam kekeringan, peningkatan yang terjadi 

merupakan salah satu mekanisme toleransi tanaman (Berumen, 

1996) yang menunjukkan tanaman lebih toleran terhadap 

kekeringan (Du, 2014). 

Kekeringan akan berdampak pada perubahan ekspresi gen-

gen yang terlibat dalam regulasi pertahanan tanaman (Basra, 

1993), termasuk peningkatan hormon etilen (Yang, 2014), 

degradasi klorofil (Munne-Bosch dan Alegre, 2004), dan 

diinduksinya penuaan pada tanaman (Munne-Bosch et al., 2001) 

(Gambar 4.2).  

 

 
Gambar 4. 2 Model pengaruh kekeringan terhadap penuaan. 

modifikasi dari Munné-Bosch dan Alegre (2004). 
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Penuaan berperan penting terhadap kelangsungan hidup 

tanaman pada kondisi tercekam kekeringan karena berkontribusi 

terhadap remobilisasi nutrisi (Munne-Bosch dan Alegre, 2004). 

Etilen turut serta sebagai regulator endogen penuaan pada 

tanaman (Gomez-Cadena et al., 1996) melalui peningkatan 

ekspresinya yang mendorong degradasi klorofil untuk 

menginduksi kerja chlorophyllase pada membran kloroplas 

(Matile et al., 1997). Peningkatan ekspresi etilen tersebut akan 

mendorong katabolisme klorofil yang mana selain berfungsi 

sebagai remobilisasi nutrien selama proses penuaan, juga 

keberadaannya dapat menjadi sel fototoksin yang menghasilkan 

ROS dan membahayakan sel lain (Hortensteiner dan Krautler, 

2011).  

 

4.1.2 NtGA3ox1 

NtGA3ox merupakan gen yang berperan dalam biosintesis 

giberelin pada Nicotiana tabacum (Gallego-Giraldo et al., 2008). 

Gen tersebut mengkode enzim oksidase spesifik (GA 3-oksidase) 

untuk mengubah GA20 menjadi GA1 yang aktif (Davies, 2004) 

sebagai langkah terakhir dalam biosintesis giberelin (Gallego-

Giraldo et al., 2008). Tingkat ekspresi giberelin tampak pada 

gambar 4.3 yang menurun seiring peningkatan konsentrasi 

cekaman kekeringan yang diberikan pada masing-masing varietas 

uji, varietas Marokot mengalami penurunan sebesar 0.368 kali, 

varietas Jepon Mawar dan MKY masing-masing menurun 0.832 

dan 0.785 kali dibandingkan dengan kontrol. 
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Gambar 4. 3 Ekpresi mRNA relatif gen NtGA3ox 

Kekeringan menyebabkan down regulation pada ekspresi 

gen yang turut serta dalam biosintesis giberelin (Liu et al., 2013; 

Zee vaart et al., 1993). Ekspresi giberelin yang rendah tersebut 

akan menghambat pertumbuhan tinggi pada tanaman karena 

berperan sebagai hormon esensial pemanjangan dan pembelahan 

sel (Weller et al., 1994). Pemanjangan sel oleh giberelin bekerja 

dengan melonggarkan dinding sel melalui cara yang berbeda 

dengan auksin yang dimediasi melalui asidifikasi (Taiz, 2002). 

Giberelin akan menginduksi xyloglucan endotransglycolsylase 

(XET) untuk melakukan pemanjangan sel (Taiz, 2002). Peran 

giberelin terhadap pembelahan sel melalui kemampuannya 

mengaktivasi siklus pembelahan sel pertama pada transisi G1 

menjadi fase S, mengarah pada peningkatan aktivitas mitosis 

(Taiz, 2002).. Ekspresi giberelin yang rendah akan menghambat 

kerja hormon tersebut dalam mempengaruhi pemanjangan dan 

pembelahan sel sehingga menyebabkan penurunan pertambahan 

tinggi tanaman selama tercekam kekeringan. Penurunan yang 

terjadi akibat reduksi pemanjangan selular dan pembelahan 

dibutuhkan untuk pertahanan tanaman dan akumulasi biomassa 

sehingga mencegah pertumbuhan agresif pada tanaman (Litvin, 
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2015). Hal tersebut dibuktikan oleh Zhang et al (2005) dalam 

penelitiannya bahwa tanaman mutan s-dwarf yang kerdil karena 

kurangnya sensitivitas terhadap giberelin memiliki efisiensi 

penggunaan air yang lebih baik. Tanaman yang lebih pendek 

dilaporkan lebih cocok terhadap lingkungan dimana cekaman 

kekeringan sering terjadi (Vettakkorumakankav et al., 1999). 

Tanaman yang lebih pendek dapat meningkatkan produktivitas 

melalui pengurangan jalur transport nutrien dari akar melalui 

batang ke daun dan pucuk.   

 

4.1.3 NtICS 

NtICS merupakan gen yang terlibat dalam biosintesis asam 

salisilat (Wildermuth et al., 2001). Gen ini mengkode enzim 

isochorismate synthase (ICS) yang berperan dalam mengubah 

korismat menjadi isokorismat (Garcion et al., 2008). Gen ICS 

pada tanaman telah diperiksa berada pada kloroplas, 

menunjukkan bahwa lokalisasi pada salah satu cabang dari jalur 

biosintesis asam salisilat ini berada pada plastida (Delaney, 

2010). 

 

 
Gambar 4. 4 Ekspresi mRNA relatif gen NtICS 
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Tampak pada gambar 4.4 bahwa ekspresi dari gen ICS 

mengalami peningkatan pada masing-masing varietas uji, varietas 

Marokot sebesar 1.64 kali, varietas Jepon Mawar meningkat 1.74 

kali, dan varietas MKY menunjukkan peningkatan tertinggi 

sebesar 2.01 kali dibandingkan kontrol. Pada penelitian lain juga 

menyebutkan tingkat endogen SA mengalami peningkatan ketika 

tercekam kekeringan hingga 5 fold pada Phillyrea angustifolia 

(Munne-Boschand Penuelas, 2003). Peningkatan yang terjadi 

karena akumulasi SA pada tanaman berperan dalam mekanisme 

proteksi selama cekaman kekeringan (Saruhan dan Saglam, 

2012).  

Efek umum dari cekaman kekeringan adalah kerusakan 

oksidatif akibat hilangnya keseimbangan antara produksi reactive 

oxygen species (ROS) dengan enzim antioksidan. Jika tidak 

dihilangkan secara efektif, tingkat ROS yang berlebihan dapat 

merusak makromolekul selular yang lebih luas. Mekanisme 

proteksi dari akumulasi asam salisilat adalah berupa 

kemampuannya dalam menginduksi aktivitas enzim antioksidan 

(Saruhan dan Saglam, 2012). ROS dapat mengalami penurunan 

sebagai akibat kenaikan SA yang dibuktikan oleh Saruhan dan 

Saglam (2012) melalui penelitiannya bahwa SA mendorong 

peningkatan enzim superoksida dismutase untuk menurunkan 

tingkat hidrogen peroksida sebagai salah satu jenis ROS.  

 

4.1.4 NtAOS 

NtAOS merupakan salah satu gen yang terlibat dalam 

biosintesis asam jasmonat pada tanaman tembakau (Laudert and 

Weiler, 1998). Gen ini mengkode enzim allene oxide synthase 

yang mengkatalis perubahan 3-hydroperoxylinolenate menjadi 

senyawa tak stabil allene epoksida yang kemudian disiklik untuk 

membentuk asam siklopentenon, prekursor asam jasmonat 

(Mueller, 1997). Respon adaptasi dari tanaman terhadap kondisi 

lingkungan yang kurang menguntungkan sangat tergantung pada 

sinyal kimia yang diatur oleh hormon tanaman dengan sistem 

keseimbangan kompleks (Sreenivasulu et al., 2012). Tingkat 
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endogen jasmonat dilaporkan meningkat ketika terpapar cekaman 

biotik maupun abiotik (Thomma et al., 1998).  

 
Gambar 4. 5 Ekspresi mRNA relatif gen NtAOS  

Hasil pada gambar 4.6 mengkonfirmasi kecenderungan 

peningkatan asam jasmonat selama kekeringan. Varietas Marokot 

mengalami penurunan sebesar 0.623 kali, varietas Jepon Mawar 

meningkat 2.188 kali, dan varietas MKY menunjukkan 

peningkatan tertinggi sebesar 4.74 kali dibandingkan kontrol. Hal 

tersebut sesuai dengan penelitian Creelman dan Mullet (1995) 

bahwa terjadi peningkatan konsentrasi asam jasmonat tanaman 

kedelai ketika tercekam kekeringan. 

Semakin tinggi asam jasmonat telah diimplikasikan 

mendorong toleransi terhadap cekaman melalui efek 

downstreamnya pada metabolisme antioksidan (Ai, 2008), 

antioksidan tersebut berperan dalam sistem perlawanan ROS 

sebagai sinyal ekspresi gen-gen pertahanan (Orozco, 1990) yang 

terus mengalami peningkatan dan berpotensi menyebabkan 

kematian sel (Alam et al., 2014). Kemampuan jasmonat dalam 

mempengaruhi aktivasi gen-gen pengkode jalur biosintesis 

antioksidan dibuktikkan oleh Sasaki-Sekimoto et al (2005) bahwa 
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asam jasmonat secara positif mempengaruhi akumulasi askorbat 

yang turut serta sebagai respon pertahanan terhadap stres 

oksidatif. 

Ekpresi beberapa gen sebagai respon JA dalam kondisi 

kekeringan selain sintesis antioksidan adalah VSP (Vegetative 

Storage Protein) (Staswick et al., 1990).  

 
Gambar 4. 6. Model keterkaitan asam jasmonat terhadap VSP, 

modifikasi dari Woldemariam et al (2011) 

Keterkaitan asam jasmonat  dalam menginduksi VSP tampak 

melalui akumulasi asam jasmonat yang menyebabkan degradasi 

JAZ oleh proteosome, membebaskan MYC2 yang kemudian 

memediasi transkripsi gen-gen perlawanan dan pertahanan 

termasuk kompleks NAC ((NAM/ATAF1, 2/CUC2)  sebagai 

faktor transkripsi VSP (Woldemariam et al., 2011), sehingga 

peningkatan asam jasmonat akan diiringi oleh peningkatan VSP. 

VSP berperan penting sebagai penyimpanan sementara N yang 

tidak digunakan pada tanaman (Staswick et al., 1990). Hal 

tersebut karena nitrogen berperan dalam pertumbuhan tanaman, 

sedangkan disisi lain kekeringan menurunkan kecepatan 

pertumbuhan (Kramer, 1983), kelebihan sintesis nitrogen yang 
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terjadi dapat menjadi racun (Staswick et al., 1990), sehingga 

nitrogen kemudian diubah menjadi VSP oleh tanaman. Hal 

tersebut sesuai dengan (Lee et al., 2014) bahwa terjadi 

peningkatan VSP tanaman Trifolium repens pada kondisi 

kekeringan. 

 Berdasarkan hasil yang didapatkan, tampak terjadinya 

perbedaan ekspresi di setiap varietas uji tembakau (Var. Marakot, 

Jepon Mawar, dan MKY) pada gen yang berbeda, hal tersebut 

sesuai dengan Estiasih (2016) bahwa varietas sebagai faktor 

genotip dapat mempengaruhi ekspresi gen. 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian  ini adalah bahwa 

perbedaan varietas akan mempengaruhi tingkat ekspresi masing-

masing gen, dengan kelipatan sebagai berikut: 

1. Gen NtACO dan NtICS menunjukkan ekspresi yang lebih 

tinggi ketika dicekam kekeringan dengan PEG 6000 30% 

pada varietas uji Marakot, Jepon Mawar, dan MKY. 

NtACO masing-masing 1.08, 1.01, dan 1.53 kali dan 

NtICS masing-masing 1.64, 1.74, dan 2.01 kali 

dibandingkan dengan kontrol. 

2. Gen NtAOS menunjukkan penurunan 0.62 kali pada var. 

Marokot dan meningkat sebesar 2.18 dan 4.74 kali pada 

var. Jepon Mawar dan MKY. 

3. Gen NtGA3ox mengalami penurunan ekspresi ketika 

tercekam kekeringan dengan PEG 6000 30% pada 

varietas uji Marakot, Jepon Mawar, dan MKY. Penurunan 

tersebut masing-masing 0.36 kali, 0.83 kali, dan 0.78 kali 

dibandingkan dengan kontrol. 

 

5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat diajukan 

saran untuk penelitian selanjutnya sebagai berikut: 

1. Melakukan analisa ekspresi gen-gen NtACO, NtGA3ox, 

NtICS, dan NtAOS dengan cekaman kekeringan namun 

dilandaskan pula lamanya pemaparan kekeringan. 

2. Perlu dilakukan analisa ekspresi gen-gen terkait 

biosintesis hormon lain seperti auksin, brassinosteroid, 

dan strigolakton agar diperoleh pemahaman yang 

komprehensif mengenai respon dan keterkaitan hormon 
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pada ketiga varietas tembakau terhadap cekaman 

kekeringan. 

3. Analisa secara morfologi dan anatomi juga perlu 

dilakukan untuk dapat dijadikan sebagai acuan berikut 

perbandingan terhadap hasil penelitian ekspresi gen-gen 

yang berkaitan. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Spesifikasi Primer 

 

Tabel 6.1 Spesifikasi primer 

 

 

Hormon Gen 
Nomor 

aksesi 
Amplikon 

Cross 

dimer posisi 

primer 

panjang Tm  GC  Hairpin 
Self 

Dimer 

kcal/mol bp C % kcal/mol kcal/mol 

Etilen NtACO AB012857 105 -3.8 
452 20 55.91 50 -1.8 -1.8 

557 20 56 55 0 0 

Giberelin NtGA3ox EF471116 135 -0.1 
192 18 55.1 38.9 0 -0.7 

327 18 55,1 44.4 0 -0.6 

Asam 

salisilat 
NtICS1 AY740529 111 -1.2 

582 18 58.1 44.4 0 0 

693 18 57.9 44.4 0 -1.2 

Asam 

jasmonat 
NtAOS AB778304 73 -1.5 

696 21 61 61.9 0 -1.5 

769 26 60.85 46.15 0 0 
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Lampiran 2. Sekuens Gen 

 

>AB012857.1 Nicotiana tabacum mRNA for ACC oxidase| 

mRNA| 1236 bp  

 

       1 Cggattttattttattgtattacatttttaacgcacttaaaaaca 

       1          10        20        30        40     

       1 Gcctaaaataaaataacataatgtaaaaattgcgtgaatttttgt 

 

      46 cacatacttaccaagaaagatatggagaacttcccaattatcaac 

      46     50        60        70        80          

      46 gtgtatgaatggttctttctatacctcttgaagggttaatagttg 

 

      91 ttggaaaagctcaatggttctgagagagctgacaccatggaaatg 

      91          100       110       120       130    

      91 aaccttttcgagttaccaagactctctcgactgtggtacctttac 

 

     136 attaaggatgcttgtgagaactggggcttctttgagttggtgaac 

     136     140       150       160       170         

     136 taattcctacgaacactcttgaccccgaagaaactcaaccacttg 

 

     181 catgggattccacatgaagtaatggatacagtggagaaaatgaca 

     181          190       200       210       220    

     181 gtaccctaaggtgtacttcattacctatgtcacctcttttactgt 

 

     226 aagggacattacaagaagtgcatggaacagagatttaaagaattg 

     226     230       240       250       260         

     226 ttccctgtaatgttcttcacgtaccttgtctctaaatttcttaac 

 

     271 gtggccagcaaaggtcttgaagctgtgcaagctgaggttactgat 

     271          280       290       300       310    

     271 caccggtcgtttccagaacttcgacacgttcgactccaatgacta 

 

     316 ttggattgggaaagcactttctttttacgccatcttcctgtttct 

     316     320       330       340       350         

     316 aacctaaccctttcgtgaaagaaaaatgcggtagaaggacaaaga 

 

     361 aacatttgtgaagtacctgatctcgatgatcaatacagggaagta 

     361          370       380       390       400    

     361 ttgtaaacacttcatggactagagctactagttatgtcccttcat 

 

     406 atgagagattttgctcaaagattagaaaaattggcagaggagtta 

     406     410       420       430       440         

     406 tactctctaaaacgagtttctaatctttttaaccgtctcctcaat 
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         >>>NtACO forward>>> 451 to 468 

     451 ctggacttgctatgtgaaaatcttggccttgaaaaaggctacctg 

     451          460       470       480       490    

     451 gacctgaacgatacacttttagaaccggaactttttccgatggac 

                                                  

<<<NtACO reverse<<< 537 to 556 

     496 aaaaaaatcttttatgggacacaaggtcccaattttggagctaag 

     496     500       510       520       530         

     496 tttttttagaaaataccctgtgttccagggttaaaacctcgattc 

 

     541 gttagcaactatccaccatgtccccaaccagatttgataaagggt 

     541          550       560       570       580    

     541 caatcgttgataggtggtacaggggttggtctaaactatttccca 

 

     586 ctgcgcgcccacacagatgctggtggcataatccttctcttccaa 

     586     590       600       610       620         

     586 gacgcgcgggtgtgtctacgaccaccgtattaggaagagaaggtt 

 

     631 gatgacaaagtaagcggccttcaactcctcaaagacggccaatgg 

     631          640       650       660       670    

     631 ctactgtttcattcgccggaagttgaggagtttctgccggttacc 

 

     676 atcgatgttcctcccatgcgccactctattgtggttaaccttggc 

     676     680       690       700       710         

     676 tagctacaaggagggtacgcggtgagataacaccaattggaaccg 

 

     721 gaccaacttgaggtgatcaccaatgggaaatacaagagtgtgatg 

     721          730       740       750       760    

     721 ctggttgaactccactagtggttaccctttatgttctcacactac 

 

     766 cacagagtgattacacaaacagacgggactcggatgtcattagct 

     766     770       780       790       800         

     766 gtgtctcactaatgtgtttgtctgccctgagcctacagtaatcga 

 

     811 tcattttataatccaggaagtgatgcagtaatatttccagcacca 

     811          820       830       840       850    

     811 agtaaaatattaggtccttcactacgtcattataaaggtcgtggt 

 

     856 actttagttgagaaagaggcagaggaaagtaaagcaatttatcca 

     856     860       870       880       890         

     856 tgaaatcaactctttctccgtctcctttcatttcgttaaataggt 

 

     901 aagtttgtgtttgatgataatatgaagttatatgctggactcaag 

     901          910       920       930       940    

     901 ttcaaacacaaactactattatacttcaatatacgacctgagttc 

 

     946 tttcaagccaaagagccaaggtttgaagccatgatcaaggccatg 
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     946     950       960       970       980         

     946 aaagttcggtttctcggttccaaacttcggtactagttccggtac 

 

     991 gaaactgtgaaaagtgatccagttgcaactgcttaaattccaatt 

     991          1000      1010      1020      1030   

     991 ctttgacacttttcactaggtcaacgttgacgaatttaaggttaa 

 

    1036 cgagaggaaggatggggtttgaaaagaaaaggattcattttagaa 

    1036     1040      1050      1060      1070        

    1036 gctctccttcctaccccaaacttttcttttcctaagtaaaatctt 

 

    1081 gtttttacaaattaaacctagctactatatatacattatttgctc 

    1081          1090      1100      1110      1120   

    1081 caaaaatgtttaatttggatcgatgatatatatgtaataaacgag 

 

    1126 tttgtattgtgtgtggtggaatcaagctattcccaaatattgtga 

    1126     1130      1140      1150      1160        

    1126 aaacataacacacaccaccttagttcgataagggtttataacact 

 

    1171 tctgctgcatatgtagtaaagattgtatctcaaataaacttcctt 

    1171          1180      1190      1200      1210   

    1171 agacgacgtatacatcatttctaacatagagtttatttgaaggaa 

 

    1216 ctcattgaatttccaaaccg 

    1216     1220      1230       

    1216 gagtaacttaaaggtttggc 

 

 

>EF471116.1 Nicotiana tabacum gibberellin 3-oxidase 2 

(GA3ox2) mRNA| 1345 bp  

 

       1 gggacaaaacaaatcccactcctcttcttataactaacttttcca 

       1          10        20        30        40     

       1 ccctgttttgtttagggtgaggagaagaatattgattgaaaaggt 

 

      46 ctacattaccttttgattatttcactatgccttcaagaatctccg 

      46     50        60        70        80          

      46 gatgtaatggaaaactaataaagtgatacggaagttcttagaggc 

 

      91 acgatgttcatcaaaaacaacttgacttgtacacaataaaagaat 

      91          100       110       120       130    

      91 tgctacaagtagtttttgttgaactgaacatgtgttattttctta 

 

     136 tacccgaatcccatgcatggcgatcatcattagatcatgattacc 

     136     140       150       160       170         
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     136 atgggcttagggtacgtaccgctagtagtaatctagtactaatgg 

 

                         >>>NtGA3ox forward>>> 197 to 214 

     181 aatgcaatgactcattagagtctattccagtgatcgatctaaacg 

     181          190       200       210       220    

     181 ttacgttactgagtaatctcagataaggtcactagctagatttgc 

 

     226 acgagaaattcgcaatagaaaatattggccatgcatgcaaaacat 

     226     230       240       250       260         

     226 tgctctttaagcgttatcttttataaccggtacgtacgttttgta 

 

                                                

<<<NtGA3ox reverse<<< 310 to 327 

     271 ggggtgcattccaaatcataaaccataatatatctcagagactac 

     271          280       290       300       310    

     271 ccccacgtaaggtttagtatttggtattatatagagtctctgatg 

 

     316 tggacaatatggaggaagctggaaaacgacttttttcccttccga 

     316     320       330       340       350         

     316 acctgttatacctccttcgaccttttgctgaaaaaagggaaggct 

 

     361 tgcagcaaaaattgaaggctgctcgttctgcagatggtattgctg 

     361          370       380       390       400    

     361 acgtcgtttttaacttccgacgagcaagacgtctaccataacgac 

 

     406 gttatggcgtggctcgcatatcgtcttttttctcaaagctcatgt 

     406     410       420       430       440         

     406 caataccgcaccgagcgtatagcagaaaaaagagtttcgagtaca 

 

     451 ggtctgaaggtttcacaattgttggttccccatttgaccacgccc 

     451          460       470       480       490    

     451 ccagacttccaaagtgttaacaaccaaggggtaaactggtgcggg 

 

     496 gccaactttggccacatgattacaagaaattctgtgacgtaatcg 

     496     500       510       520       530         

     496 cggttgaaaccggtgtactaatgttctttaagacactgcattagc 

 

     541 aagaatacgaaaaggagatggaaaaactagccggaagactgatgt 

     541          550       560       570       580    

     541 ttcttatgcttttcctctacctttttgatcggccttctgactaca 

 

     586 ggctgatgcttgggtcacttggaataagtaaggacgatatgaaat 

     586     590       600       610       620         

     586 ccgactacgaacccagtgaaccttattcattcctgctatacttta 

 

     631 gggcttgttgcggcccaagaggagaatgctcggccctacaactaa 

     631          640       650       660       670    
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     631 cccgaacaacgccgggttctcctcttacgagccgggatgttgatt 

 

     676 attcttacccggcatgtccggatccggatcgggccatgggtcttg 

     676     680       690       700       710         

     676 taagaatgggccgtacaggcctaggcctagcccggtacccagaac 

 

     721 ctgcacatacggattctaccatattaaccatccttcaccaaaaca 

     721          730       740       750       760    

     721 gacgtgtatgcctaagatggtataattggtaggaagtggttttgt 

 

     766 acacaagtggtttacaagtgtttaaagaaggaaatggttgggtca 

     766     770       780       790       800         

     766 tgtgttcaccaaatgttcacaaatttcttcctttaccaacccagt 

 

     811 cggttcctccgctttcgggtgcattagttatcaacgtaggtgact 

     811          820       830       840       850    

     811 gccaaggaggcgaaagcccacgtaatcaatagttgcatccactga 

 

     856 tgttacacatactgtcaaacgggttatacccgagtgttctacatc 

     856     860       870       880       890         

     856 acaatgtgtatgacagtttgcccaatatgggctcacaagatgtag 

 

     901 gggcggtagtgaaccgaacccgacaccgtttatcggtggcctatt 

     901          910       920       930       940    

     901 cccgccatcacttggcttgggctgtggcaaatagccaccggataa 

 

     946 tatatggaccaccgtcgggggtgaaaatttcaccgctttctaaat 

     946     950       960       970       980         

     946 atatacctggtggcagcccccacttttaaagtggcgaaagattta 

 

     991 tggtagatcaagggcaccctccattatataggtcagtgacgtgga 

     991          1000      1010      1020      1030   

     991 accatctagttcccgtgggaggtaatatatccagtcactgcacct 

 

    1036 gtgagtatttagggactaaggcaaagcatttcgacaaagcacttt 

    1036     1040      1050      1060      1070        

    1036 cactcataaatccctgattccgtttcgtaaagctgtttcgtgaaa 

 

    1081 cgtcttttcagctttgcgctcctcgtattggatttgccaatccca 

    1081          1090      1100      1110      1120   

    1081 gcagaaaagtcgaaacgcgaggagcataacctaaacggttagggt 

 

    1126 aagatcgtaatagcgtccaagttggctaatttgactagtagttac 

    1126     1130      1140      1150      1160        

    1126 ttctagcattatcgcaggttcaaccgattaaactgatcatcaatg 

 

    1171 cttttaatttttctttttggtttctgaaaatatatatctacttgt 
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    1171          1180      1190      1200      1210   

    1171 gaaaattaaaaagaaaaaccaaagacttttatatatagatgaaca 

 

    1216 gttccttttcactctttggaatttttttgttgatatttcgagaga 

    1216     1220      1230      1240      1250        

    1216 caaggaaaagtgagaaaccttaaaaaaacaactataaagctctct 

 

    1261 gaatgaaaaaggtgtagatcgatcattttatcaatctttctacct 

    1261          1270      1280      1290      1300   

    1261 cttactttttccacatctagctagtaaaatagttagaaagatgga 

 

    1306 gtcctttctaggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 

    1306     1310      1320      1330      1340       

    1306 caggaaagatcctttttttttttttttttttttttttttt 

 

 

>AY740529.1 Nicotiana tabacum isochorismate synthase 

protein (ICS1) Mrna| 907 bp   

 

       1 caggttgagtttgatgagcttgaaggaagttcagttattgctgca 

       1          10        20        30        40     

       1 gtccaactcaaactactcgaacttccttcaagtcaataacgacgt 

 

      46 acagtcgcatgggataatgctgtctcttgcacgtaccagagggca 

      46     50        60        70        80          

      46 tgtcagcgtaccctattacgacagagaacgtgcatggtctcccgt 

 

      91 atagaagcacttcagaccacaatatggcaggtttcctccgttctt 

      91          100       110       120       130    

      91 tatcttcgtgaagtctggtgttataccgtccaaaggaggcaagaa 

 

     136 atgagggtgcggaaaaaaatatctcgttcgcatatactcgcaagt 

     136     140       150       160       170         

     136 tactcccacgcctttttttatagagcaagcgtatatgagcgttca 

 

     181 actcatgtcccgggtaaagcatcttacgaccaagctgttaagcgt 

     181          190       200       210       220    

     181 tgagtacagggcccatttcgtagaatgctggttcgacaattcgca 

 

     226 gctttgcaaataataagaagaaacaacccgatgcttatcaaggtg 

     226     230       240       250       260         

     226 cgaaacgtttattattcttctttgttgggctacgaatagttccac 

 

     271 gtacttgctcgtagcaccagagttgtgacagctgcggacattgat 

     271          280       290       300       310    
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     271 catgaacgagcatcgtggtctcaacactgtcgacgcctgtaacta 

 

     316 cctttaacatggttatcttgcttaaaggttgaaggagaaaatgca 

     316     320       330       340       350         

     316 ggaaattgtaccaatagaacgaatttccaacttcctcttttacgt 

 

     361 tatcagttctgtttgcaacctccccagtcagcggcattcattgga 

     361          370       380       390       400    

     361 atagtcaagacaaacgttggaggggtcagtcgccgtaagtaacct 

 

     406 aacactccagagcagctatttcatcgggactgcctcagcatttgt 

     406     410       420       430       440         

     406 ttgtgaggtctcgtcgataaagtagccctgacggagtcgtaaaca 

 

     451 agcgaggctttagctggaacacgggctaggggtggatcagagctt 

     451          460       470       480       490    

     451 tcgctccgaaatcgaccttgtgcccgatccccacctagtctcgaa 

 

     496 ctggatcttaagataggacaggatttactatccagtgctaaggac 

     496     500       510       520       530         

     496 gacctagaattctatcctgtcctaaatgataggtcacgattcctg 

 

                                                  

>>>NtICS forward>>> 582 to 599 

     541 cataatgagtttgctatagtacgggagtgcataagaagaaaattg 

     541          550       560       570       580    

     541 gtattactcaaacgatatcatgccctcacgtattcttcttttaac 

 

     586 gaggctgtatgttccagcgttttaattgaaccaaagaaagcaata 

     586     590       600       610       620         

     586 ctccgacatacaaggtcgcaaaattaacttggtttctttcgttat 

 

     631 agaaaatttccaagagttcaacatctttatgctcaattgaggggg 

     631          640       650       660       670    

     631 tcttttaaaggttctcaagttgtagaaatacgagttaactccccc 

         <<<NtICS reverse<<< 676 to 693 

 

     676 agactccagactgaagatgatgagtttaagatcttgtcgtccatt 

     676     680       690       700       710         

     676 tctgaggtctgacttctactactcaaattctagaacagcaggtaa 

 

     721 caccctactccagcagtttgtgggtatcctacagaagatgcacgg 

     721          730       740       750       760    

     721 gtgggatgaggtcgtcaaacacccataggatgtcttctacgtgcc 

 

     766 gcttttatttcagaaaccgaaatgtttgaccgaggaatgtatgct 

     766     770       780       790       800         
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     766 cgaaaataaagtctttggctttacaaactggctccttacatacga 

 

     811 ggtcctgttggttggtttggaggggaagagagtgaatttgctgtt 

     811          820       830       840       850    

     811 ccaggacaaccaaccaaacctccccttctctcacttaaacgacaa 

 

     856 ggaataaggtcagctttggttgacaagggtcttggtgcattaatt 

     856     860       870       880       890         

     856 ccttattccagtcgaaaccaactgttcccagaaccacgtaattaa 

 

     901 tatgcgg 

     901           

     901 atacgcc 

 

>AB778304.1 Nicotiana tabacum AOS mRNA for allene 

oxyde synthase| 1569 bp   
 

       1 atggcagtagcaacagcaacagcaacattatcttcgtcttcttca 

       1          10        20        30        40     

       1 taccgtcatcgttgtcgttgtcgttgtaatagaagcagaagaagt 

 

      46 cttcctttccattctcttcaccaacagtttccatcaaaatacttc 

      46     50        60        70        80          

      46 gaaggaaaggtaagagaagtggttgtcaaaggtagttttatgaag 

 

      91 attgttcgtcccattacactctctttatcagaaaaaataccaaca 

      91          100       110       120       130    

      91 taacaagcagggtaatgtgagagaaatagtcttttttatggttgt 

 

     136 agaacaactgtaacacaatcatctgagctcacaaaattaccaatc 

     136     140       150       160       170         

     136 tcttgttgacattgtgttagtagactcgagtgttttaatggttag 

 

     181 cgtaaaattcccggcgattatggtcttcctttaattggtccatgg 

     181          190       200       210       220    

     181 gcattttaagggccgctaataccagaaggaaattaaccaggtacc 

 

     226 aaagatagacaagattatttttataatcaaggtaaagaagaattc 

     226     230       240       250       260         

     226 tttctatctgttctaataaaaatattagttccatttcttcttaag 

 

     271 ttcagatcaagagttcaaaaatacaaatctactgtatttaaaacc 

     271          280       290       300       310    

     271 aagtctagttctcaagtttttatgtttagatgacataaattttgg 

 

     316 aatatgccacctggaaatttcatttcttccaacccaaacgttgtc 

     316     320       330       340       350         
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     316 ttatacggtggacctttaaagtaaagaaggttgggtttgcaacag 

 

     361 gttttgctcgacggcaagagttttccgatccttttcgacgtttct 

     361          370       380       390       400    

     361 caaaacgagctgccgttctcaaaaggctaggaaaagctgcaaaga 

 

     406 aaagtcgaaaagaaggatctcttcaccggaactttcatgccgtcg 

     406     410       420       430       440         

     406 tttcagcttttcttcctagagaagtggccttgaaagtacggcagc 

 

     451 actgaactcactggcggttaccgtgttctttcttatcttgatcct 

     451          460       470       480       490    

     451 tgacttgagtgaccgccaatggcacaagaaagaatagaactagga 

 

     496 tctgaacctaaccatgaaaaattaaaaaagcttctcttttttctt 

     496     500       510       520       530         

     496 agacttggattggtactttttaattttttcgaagagaaaaaagaa 

 

     541 ctttcttctcgtcgtgattatataataccccaattccatgaaagc 

     541          550       560       570       580    

     541 gaaagaagagcagcactaatatattatggggttaaggtactttcg 

 

     586 tataccgagctgtttgaaaccctagaaaaggaaatggagaaaaat 

     586     590       600       610       620         

     586 atatggctcgacaaactttgggatcttttcctttacctcttttta 

 

     631 ggtaaagctgatttaaactcggctaatgatcaagctgcttttaat 

     631          640       650       660       670    

     631 ccatttcgactaaatttgagccgattactagttcgacgaaaatta 

                          >>>NtAOS forward>>> 696 to 716 

 

     676 ttcttggctggatcactgtacggagcgaacccaggtgaaactcag 

     676     680       690       700       710         

     676 aagaaccgacctagtgacatgcctcgcttgggtccactttgagtc 

 

     721 ctcggaactgatggtcccacattgatcggaaaatgggtgttgttt 

     721          730       740       750       760    

     721 gagccttgactaccagggtgtaactagccttttacccacaacaaa 

            <<<NtAOS reverse<<< 769 to 794 

 

     766 cagcttcatcctttggtcactcttggtcttccgaaggttctagat 

     766     770       780       790       800         

     766 gtcgaagtaggaaaccagtgagaaccagaaggcttccaagatcta 

 

     811 gactttctcctccataatttccggttaccgccagctctggtgaag 

     811          820       830       840       850    

     811 ctgaaagaggaggtattaaaggccaatggcggtcgagaccacttc 
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     856 aaagattaccagagactctacgatttcttctatgagagctccact 

     856     860       870       880       890         

     856 tttctaatggtctctgagatgctaaagaagatactctcgaggtga 

 

     901 gctgtgctaaacgaagctgaaacttttggtatttcgcgagaagaa 

     901          910       920       930       940    

     901 cgacacgatttgcttcgactttgaaaaccataaagcgctcttctt 

 

     946 gcttgtcataatcttctcttcgctacgtgtttcaattcctttggc 

     946     950       960       970       980         

     946 cgaacagtattagaagagaagcgatgcacaaagttaaggaaaccg 

 

     991 gggatgaagattttcttccccaatatgctgaaatggatagctaaa 

     991          1000      1010      1020      1030   

     991 ccctacttctaaaagaaggggttatacgactttacctatcgattt 

 

    1036 gcagggctagagcttcatacacggttagcgaacgagatccgatcc 

    1036     1040      1050      1060      1070        

    1036 cgtcccgatctcgaagtatgtgccaatcgcttgctctaggctagg 

 

    1081 gccgtgaaatccgccggcgggaagatcacgatgttggcgatggag 

    1081          1090      1100      1110      1120   

    1081 cggcactttaggcggccgcccttctagtgctacaaccgctacctc 

 

    1126 aaaatgccgctgatgaaatcggttgtatacgaggctttacgaatt 

    1126     1130      1140      1150      1160        

    1126 ttttacggcgactactttagccaacatatgctccgaaatgcttaa 

 

    1171 gatccaccagttgcttctcaatacggaagagccaaacgcgacctt 

    1171          1180      1190      1200      1210   

    1171 ctaggtggtcaacgaagagttatgccttctcggtttgcgctggaa 

 

    1216 atgatcgaatcacacgatgccgtttttgaggtgaagaaaggggaa 

    1216     1220      1230      1240      1250        

    1216 tactagcttagtgtgctacggcaaaaactccacttctttcccctt 

 

    1261 ttgttattcgggtaccaaccatttgcgacgaaggatccgaagatt 

    1261          1270      1280      1290      1300   

    1261 aacaataagcccatggttggtaaacgctgcttcctaggcttctaa 

 

    1306 tttgaccgacccgatgagttcgtacccgatcggttcgtaggtgaa 

    1306     1310      1320      1330      1340        

    1306 aaactggctgggctactcaagcatgggctagccaagcatccactt 

 

    1351 gaaggggaaaagttgttgaaacatgtattatggtctaacggaccg 

    1351          1360      1370      1380      1390   
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    1351 cttccccttttcaacaactttgtacataataccagattgcctggc 

 

    1396 gaaacggagagtccgacggtggagaataaacagtgtgccggaaag 

    1396     1400      1410      1420      1430        

    1396 ctttgcctctcaggctgccacctcttatttgtcacacggcctttc 

 

    1441 gattttgtggtgctggtttcgagattgtttgtaacggaggttttt 

    1441          1450      1460      1470      1480   

    1441 ctaaaacaccacgaccaaagctctaacaaacattgcctccaaaaa 

 

    1486 ctccgttatgacacgttggatgtcgacgtcggtacgtcgccgtta 

    1486     1490      1500      1510      1520        

    1486 gaggcaatactgtgcaacctacagctgcagccatgcagcggcaat 

 

    1531 ggagctaagattactataacctctttgaagagagcttag 

    1531          1540      1550      1560       

    1531 cctcgattctaatgatattggagaaacttctctcgaatc 
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“Halaman ini sengaja dikosongkan” 
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Lampiran 3. Pengenceran Primer 

 

Pengenceran primer menggunakan rumus 

M1.V1 = M2.V2 

Keterangan: 

M= Konsentrasi (ng/µl) 

V= Volume (µl) 

dengan nilai M2 yang diinginkan sebesar 15 ng/µl yang diambil 

dari konsentrasi cetakan (M1) yang telah dikuantifikasi 

menggunakan nanodrop, volume yang diinginkan (V1) 

disesuaikan dengan volume (V2) 10 µl. Berdasarkan acuan 

tersebut, didapatkan volume yang diperlukan guna pengenceran 

primer ditunjukkan pada tabel berikut. 

Varietas Perlakuan konsentrasi 

1 

Konsentrasi 

2 

Volume 

2 

Volume 

1 

PEG ng/µl  ng/µl  µl  µl  

JM 0 210.2 15 10 0.714 

75.7 15 10 1.982 

30 92.4 15 10 1.623 

46.8 15 10 3.205 

MKY 0 54.5 15 10 2.752 

81 15 10 1.852 

30 38.8 15 10 3.866 

57.2 15 10 2.622 

Marokot 0 125.4 15 10 1.196 

102.7 15 10 1.461 

30 173 15 10 0.867 

87.1 15 10 1.722 
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“Halaman ini sengaja dikosongkan” 
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Lampiran 4. Hasil Optimasi 

Hasil optimasi 

Name 
Number 

Rep 
Ct 

Set. 

Point 

AM 17 N/A 60 

AM 18 N/A 59 

AM 19 24.09 57.2 

AM 20 22.72 54.5 

AM 21 22.13 50.7 

AM 22 N/A 48 

AM 23 21.96 46.1 

AM 24 21.34 45 

AO10 81 N/A 60 

AO10 82 N/A 59 

AO10 83 N/A 57.2 

AO10 84 N/A 54.5 

AO10 85 N/A 50.7 

AO10 86 N/A 48 

AO10 87 N/A 46.1 

AO10 88 N/A 45 

ACO 9 N/A 60 

ACO 10 N/A 59 

ACO 11 26.28 57.2 

ACO 12 24.22 54.5 

ACO 13 N/A 50.7 

ACO 14 22.26 48 

ACO 15 22.73 46.1 

ACO 16 21.3 45 

GA 41 N/A 60 

GA 42 N/A 59 

GA 43 N/A 57.2 

GA 44 N/A 54.5 

GA 45 N/A 50.7 
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GA 46 N/A 48 

GA 47 N/A 46.1 

GA 48 N/A 45 

IC 49 N/A 60 

IC 50 N/A 59 

IC 51 28.54 57.2 

IC 52 26.24 54.5 

IC 53 26.67 50.7 

IC 54 24.47 48 

IC 55 22.99 46.1 

IC 56 N/A 45 
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Lampiran 4. Dokumentasi pribadi kegiatan penelitian 

 

 Ekstraksi RNA 

 

Keterangan : Ekstrak dengan campuran RB buffer dan 

merchaptoethanol pada tahap lisis 

 

Keterangan : sampel ditambahkan ethanol absolut pada tahap 

pengikatan 
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Keterangan : Mikrosentrifugasi campuran 

 

 

Keterangan : Sampel ditambahkan dengan wash buffer pada tahap 

pencucian 
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Keterangan : sampel ditambahkan RNAse-free water pada tahap 

elusi 

 

 Kuantifikasi konsentrasi 

 

Keterangan : Konsentrasi diukur menggunakan menggunakan 

Nanodrop 
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 Analisa qRT-PCR 

 

Keterangan : tatanan penempatan sampel pada plate qRT-PCR 
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