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PENGARUH CEKAMAN KADMIUM TERHADAP
PARAMETER PERTUMBUHAN SERTA KAJIAN
LITERATUR MENGENAI KADAR MDA
DAN EKSPRESI GENETIK Setaria italica

Nama : Ira Puspaningtyas
NRP : 01311640000016
Departmen : Biologi

Dosen Pembimbing : Dr. Nurul Jadid, M.Sc

Abstrak.

Kadmium (Cd) yang diketahui sebagai salah satu logam berat
berbahaya memiliki potensi untuk mencemari lingkungan dan
menghambat pertumbuhan tanaman. Jewawut (Setaria italica)
merupakan tanaman serealia alternatif pangan yang memiliki tingkat
toleransi tinggi terhadap cekaman abiotik seperti kekeringan dan
salinitas. Penelitian ini bertujuan untuk menguji pengaruh cekaman
logam berat Cd terhadap respon morfo-fisiologi serta molekular
tanaman Jewawut aks. Buru Merah yang dikultur secara hidroponik.
Pada penelitian ini digunakan 4 taraf konsentrasi Cd (0, 0,5, 1,0 dan
1,5 uM pada media pertumbuhan ABmix) yang diberikan selama 4
minggu. Efek dari cekaman Cd yakni terganggunya pertumbuhan
Jewawut aks. Buru Merah pada beberapa parameter morfo-fisiologi,
terutama pada konsentrasi Cd tertinggi (1,5 uM) di usia panen 42 HST.
Efek negatif dari cekaman Cd, seperti; penurunan tinggi tajuk, panjang
akar, jumlah daun dan tunas, kandungan biomassa malai serta kadar
klorofil total, meningkat seiring dengan peningkatan konsentrasi Cd
yang diberikan pada media pertumbuhan Jewawut aks. Buru Merah
selama 4 minggu. Berdasarkan kajian literatur, cekaman logam berat
Cd menghasilkan MDA (malondialdehyde) yang lebih tinggi dan
meningkatkan ekspresi genetik beberapa gen pengkode transporter
logam berat seperti SINRAMP, SIMTP, SiCAX, SIHMA, SilRT dan
SiZIP.

Kata Kunci: cekaman logam berat, ekspresi genetik, Cd, respon morfo-
fisiologi, Setaria italica
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THE EFFECTS OF CADMIUM STRESS ON GROWTH
PARAMETERS AND LITERATURE REVIEW ON MDA
LEVELS AND THE GENETICS EXPRESSION OF Setaria italica

Student Name : Ira Puspaningtyas

NRP : 01311640000016

Department : Biology

Supervisor : Dr. Nurul Jadid, M.Sc
Abstract,

Cadmium (Cd) known as one of the dangerous heavy metals, has the
potential to pollute the environment and inhibit plant growth. Foxtail
millet (Setaria italica) is an alternative cereals food which have a high
tolerance level to abiotic stresses such as drought and salinity. This
study aims to examine the effects of Cd stress on the morpho-
physiological and molecular responses of Foxtail millet accession Buru
Merah that is cultured hydroponically. In this study used 4 levels of Cd
concentrations (0, 0,5, 1,0 and 1,5 uM in ABmix growth media) given
for 4 weeks. The effect of Cd stress was the growth disruption of Foxtail
millet accession Buru Merah on several morpho-physiological
parameters, especially at the highest Cd concentration (1,5 uM). The
negative effects of Cd stress, such as; decreased of shoot length, root
length, number of leaves and shoots, panicles biomass and chlorophyll
content, increased along with the level of Cd concentration given to the
growth media of Foxtail Millet accession Buru Merah. Based on
literature, plants under Cd stress produce higher MDA
(malondialdehyde) and have increased genetic expression in several
heavy metal transporter coding genes such as SINRAMP, SiMTP,
SICAX, SiIHMA, SilIRT and SiZIP.

Keyword: Cd, genetic expression, heavy metal stress, morpho-
physiological response, Setaria italica
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Jewawut (Setaria italica) merupakan tanaman biji-
bijian familia poaceae dengan jalur fotosintesis C4 yang sudah
dibudidayakan lebih dari 8000 tahun yang lalu di wilayah
China Utara (Jia dkk., 2013, dan Prasad, 2017). Berdasarkan
koleksi data Herbarium Bogoriense Indonesia diperkirakan
pada awal tahun 1900an jewawut terdistribusi di Sulawesi,
Jawa, Sumatra Selatan, Kalimantan, sebagian kecil Pulau
Sunda, Maluku dan Papua. Tanaman ini umumnya
dimanfaatkan sebagai pakan burung, meski faktanya tanaman
ini mengandung serat yang tinggi namun rendah protein
(Yulita dan Ridwan, 2018). Di beberapa daerah seperti di
Pulau Buru, Maluku tanaman ini termasuk ke dalam jenis
tanaman pangan unggul lokal yang dikonsumsi oleh
masyarakat (Herodian dkk., 2009). Biji jewawut mengandung
karbohidrat berkisar dari 60-80%, vitamin serta mengandung
mineral seperti kalsium, besi, magnesium, fosfor, seng dan
kalium. Kandungan gizi dari jewawut tiga hingga lima kali
lebih baik dari beras dan gandum (Soeka dan Sulistiani, 2017)
Jewawut tumbuh pada habitat arid dan semiarid serta
diketahui memiliki toleransi tinggi terhadap kondisi
lingkungan marjinal, tanaman ini jJuga mampu tumbuh dengan
baik pada berbagai jenis tanah, dari tanah berpasir hingga
tanah liat bahkan pada daerah berbatu di lereng bukit
(Herodian dkk., 2009, dan Ridwan dkk., 2018). Selain
keunngulannya di bidang alternatif pangan, jewawut memiliki
potensi untuk produksi biofuel (Zhang dkk., 2012).

Terdapat banyak aksesi yang dibudayakan oleh
petani Indonesia yang masing-masing memiliki karakter
morfologi berbeda-beda. Di Maluku aksesi yang banyak
dikembangkan adalah aks. Buru Merah dan Buru Kuning.
Aksesi Buru Merah memiliki keragaan dan viabilitas yang



lebih tinggi dibandingkan aksesi lainnya. Beberapa penelitian
sebelumnya mengungkapkan bahwa tanaman jewawut
memiliki daya adaptasi yang tinggi terhadap cekaman
lingkungan, seperti cekaman kekeringan dan cekaman
salinitas (Ridwan dkk., 2018). Meskipun demikian, penelitian
mengenai mekanisme respon tanaman jewawut terhadap
cekaman logam berat belum banyak dilakukan meski pada
beberapa wilayah pertanian tanaman jewawut ini sendiri,
seperti pada Pulau Buru yang berada di sekitar Teluk Ambon,
memiliki sumber air yang tercemar oleh logam berat Cd dan
Pb (Tupan dan Uneputty, 2017), cemaran Cd diduga berasal
dari proses abrasi dari sungai, aktivitas pembuangan sampah
oleh masyarakat serta aktivitas perbaikan dan pengecatan
kapal (Rumahlatu, 2011). Di samping itu, logam berat Cd juga
dapat berasal dari penggunaan pupuk kimia yang sering
digunakan dalam pertanian, yang mana kandungan fosfat di
dalam pupuk tersebut berasal dari batuan fosfat yang secara
alamiah mengandung logam berat Cd. Beberapa penelitian
sebelumnya mengungkapkan bahwa penggunaan pupuk fosfat
dalam lahan pertanian dapat meningkatkan kandungan Cd
dalam tanah. Kontaminasi Cd di tanah inilah yang kemudian
mampu meningkatkan residu Cd pada tanaman yang tumbuh
di sekitarnya (Dharma-wardana, 2018) dikhawatirkan serapan
Cd vyang terakumulasi pada bagian tanaman akan
mengakibatkan beberapa masalah serius setelah dikonsumsi.
Di samping itu cekaman logam berat merupakan
faktor pembatas yang menyebabkan penurunan produktivitas
hasil pertanian (Gupta dan Corpas, 2013). Pencemaran ini
juga banyak terjadi di beberapa wilayah lain di Indonesia
seperti Sumatra, Jawa, Bali, Kalimantan, Sulawesi dan Papua.
Pencemaran ini berasal dari pembuangan limbah industri dan
rumah tangga ke sungai, pertambangan serta aplikasi pupuk
dan pestisida kimia secara berlebihan (Sutrisno dan
Kuntyastuti, 2015). Logam berat pada lahan pertanian
selanjutnya akan diserap oleh tanaman dan terakumulasi di



bagian akar, daun, buah, maupun biji (Cui dkk., 2014).
Berdasarkan data dari US Environtmental Protection Agency
(EPA), Cd merupakan sumber kontaminan utama penyebab
rusaknya lingkungan setelah merkuri (Hg) dan timbal (Pb)
(James dkk., 2013). Kontaminasi Cd dapat menyebabkan
gangguan pada ginjal serta pada konsentrasi tertentu dapat
menyebabkan kerusakan pada organ lainnya seperti paru-paru
dan jantung (Sutrisno dan Kuntyastuti, 2015).

Kadmium (Cd) merupakan mikronutrien non-esensial
yang  diabsorbsi  melalui  sistem  perakaran  dan
ditransportasikan pada bagian aerial tanaman (Abozeid dkk.,
2017). Akumulasi Cd pada tanaman dapat menyebabkan
perubahan morfologi dan fisiologi tanaman (Bruno dkk.,
2017). Efek toksisitas Cd pada tanaman dapat menyebabkan
klorosis, epinasty serta deformasi struktur kloroplas (Gill dan
Tuteja, 2011). Selain itu, akumulasi Cd berlebihan dapat
menghambat penyerapan unsur hara (Pardo dkk., 2013),
fotosintesis  (Xue dkk, 2013), respirasi seluler dan
metabolisme nitrogen (Bruno dkk., 2017). Templeton dan Liu
(2010) juga melaporkan bahwa akumulasi Cd dapat
menghambat kerja enzim, meningkatkan stress oksidatif dan
menurunkan kadar antioksidan.

Selain aspek morfo-fisiologi, tanaman juga merespon
pada level molekuler. Beberapa hasil penelitian menunjukkan
bahwa cekaman logam berat menyebabkan perubahan pola
ekspresi dari gen-gen responsif (Muneer dkk., 2014, Weng
dkk., 2013) serta perubahan pada protein-protein yang terlibat
dalam metabolisme (Zeng dkk., 2011).

Penelitian mengenai mekanisme respon tanaman
Jewawut aksesi lokal Indonesia terhadap cekaman logam
berat masih sangat terbatas. Oleh karena itu penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui respon morfo-fisiologis serta
molekular tanaman Jewawut aks. Buru Merah pada kondisi
tercekam logam berat Cd.



1.2 Rumusan Masalah

berikut:
1.

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah sebagai

Bagaimanakah pengaruh cekaman logam berat Cd
terhadap  beberapa  parameter  morfo-fisiologi
tumbuhan Jewawut aksesi Buru Merah?
Bagaimanakah pengaruh cekaman logam berat Cd
terhadap ekspresi gen-gen yang responsif terhadap
logam berat pada tumbuhan Jewawut aksesi Buru
Merah?

1.3 Batasan Masalah

1.

Adapun batasan masalah dalam penelitian ini adalah:
Aksesi tumbuhan Jewawut yang digunakan adalah
aksesi Buru Merah yang diperoleh dari koleksi
Laboratorium Fisiologi, Bidang Botani, Pusat
Penelitian Biologi, LIPI.

Kultivasi dan pemberian cekaman logam berat
dilakukan dengan metode hidroponik sistem sumbu
(wick system).

1.4 Tujuan

1.

Tujuan dalam penelitian ini adalah:

Mengetahui pengaruh cekaman logam berat Cd
terhadap tinggi tajuk tumbuhan, panjang akar, jumlah
daun, jumlah tunas, biomassa malai dan kandungan
klorofil

Mengetahui tingkat ketahananan tumbuhan Jewawut
aksesi Buru Merah pada kondisi cekaman logam berat
Cd



1.5 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah dapat memberikan
informasi  mengenai pengaruh cekaman logam berat Cd
terhadap tinggi tajuk tumbuhan, panjang akar, jumlah daun,
jumlah tunas, biomassa malai dan kadar klorofil pada
tumbuhan Jewawut aks. Buru Merah. Informasi tersebut
selanjutnya dapat digunakan sebagai data awal untuk
mengetahui ketahanan tumbuhan Jewawut aks. Buru Merah
sehingga dapat digunakan untuk meningkatkan ketahanan
tanaman pangan di Indonesia terhadap logam berat Cd. Serta
mengetahui bagaimanakah pengaruh cekaman logam berat Cd
terhadap dinamika produksi MDA dan ekspresi dari gen-gen
yang responsive terhadap Cd.
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2.1 Tumbuhan Jewawut

Jewawut termasuk ke dalam tumbuhan semusim yang
tingginya dapat mencapai 2 m dengan malai yang rapat
sehingga sering dijuluki dengan nama tumbuhan ekor rubah
(foxtail millet). Tumbuhan ini termasuk ke dalam tumbuhan
hermaprodit dengan biji berbentuk bulat telur, melekat pada
kelopak dan mahkota bunga. Tumbuhan ini memiliki banyak
jenis dengan warna yang berbeda-beda seperti warna kuning
pucat, jingga, merah, coklat atau hitam (Leonard dan Martin,
1988). Jewawut merupakan tumbuhan pangan alternatif
pengganti beras yang dapat tumbuh dengan baik di lahan-
lahan kering dan marjinal. Hingga kini, tumbuhan tersebut
ditanam dan dibudidayakan secara terbatas di Pulau Buru
(Maluku) (Herodian dkk., 2009). Umur panen tumbuhan ini
75 — 90 bhari setelah tanam, tergantung jenis tanah dan
lingkungan tempat budidayanya. Waktu penumbuhan terbaik
pada bulan Juli hingga pertengahan Agustus di daerah
beriklim tropis (Krishiworld, 2005). Tumbuhan ini memiliki
batang tunggal ataupun dengan sedikit anakan percabangan
dengan bunga yang lebih besar dari batangnya tersebut. Malai
sebenarnya adalah lanjutan dari batang, hanya saja tumbuh
cabang-cabang yang semakin ujung posisinya semakin
kompak. Cabang terdiri dari koloni kulit ari yang berisi biji.
Panjang malai rata-rata 15,2 cm dengan diameter 1,2 cm dan
memiliki berat rata-rata 5,7 g per malai. Biji 1,7 mm, lebar 1,3
mm, dan ketebalan 1,1 mm (Gambar 2.1) (Herodian dkk.,
2009).

Tumbuhan Jewawut di Indonesia memiliki beberapa
aksesi dengan karakter khas masing-masing yang
bermunculan sebagai hasil dari distribusi yang luas, seperti
pada daerah Pulau Buru di Sulawesi, Jember, Enrekang,
Sidrap, Maros, Polewali Mandar, Majene dan beberapa daerah



lainnya (Hijrianti dan Widodo, 2018). Keragaman karakter
dari tiap aksesi merupakan gambaran dari adanya keragaman
genetik, seperti yang diterangkan pada hasil penelitian
Pratami (2019) bahwa kelima aksesi Jewawut koleksi Puslit
Biologi LIPI, yakni Buru Merah, Buru Kuning, Polman
Merah, Polman Kuning dan Gambir Manis memiliki
keragaman  genetik  berdasarkan  hasil  amplifikasi
menggunakan marka RAPD (Rapid Amplified Polymorphism
DNA) yang mana pada daerah tumbuh yang relatif berdekatan
memungkinkan individu memiliki koefisien genetik yang
berdekatan pula, seperti pada aksesi Polman Merah dan
Polman Kuning yang berasal dari daerah Polewali Mandar
menjadi klaster yang paling dekat dengan derajat kemiripan
sebesar 97,3%. Sehingga pemilihan aksesi untuk digunakan
dalam penelitian lebih lanjut mengenai hubungan aksesi
dengan perlakuan penelitian diperkirakan akan menunjukkan
perbedaan yang jauh lebih nyata pada aksesi dengan
kekerabatan genetik yang jauh.

Gambar 2.1 Morfologi Tumbuhan Jewawut(Prasad, 2017)
Keterangan gambar: (a) tegakan tumbuhan Jewawut (b) malai dan (c) biji



2.2 Klasifikasi dan Taksonomi
Menurut Moharil dkk (2019) taksonomi dari Jewawut
(S. italica) adalah sebagai berikut:

Regnum : Plantae

Divisio : Spermatophyta
Classis : Monocotiledoneae
Ordo : Poales

Familia : Poaceae
Subfamilia : Panicoideae
Genus : Setaria

Species : Setaria italica

2.3 Aksesi Buru Merah

Tanaman jewawut yang berasal dari Pulau Buru
Sulawesi terdapat dua jenis, yakni yang berbiji kuning dan
merah (Gambar 2.2). Kedua jenis ini memiliki ketahanan yang
cukup tinggi terhadap kondisi lingkungan yang kering
(Mapikasari dkk., 2017). Aksesi Buru Merah memiliki waktu
pertumbuhan yang lebih cepat dan peragaan yang baik
dibandingkan dengan aksesi Buru Kuning serta aksesi yang
berasal dari kepulauan Polewali Mandar (aksesi polman) dan
Gambir Manis.
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Gambar 2.2 Biji Jewawut (S. italica) (perbesaran 4,5 kali)
Keterangan gambar: (a) Aksesi Buru Merah (b) Aksesi Buru Kuning
(c) Aksesi Polman Merah (d) Aksesi Polman Kuning (e) Aksesi Gambir
Manis

2.4 Kadmium (Cd)

Kadmium adalah logam berwarna putih perak,
mengkilap, tidak larut dalam basa, mudah bereaksi, serta
menghasilkan Kadmium Oksida bila dipanaskan. Kadmium
(Cd) umumnya terdapat dalam kombinasi dengan klor (Cd
Klorida) atau belerang (Cd Sulfit). Kadmium membentuk
Cd** yang bersifat tidak stabil. Unsur bernomor atom 40 ini
memiliki berat atom sebesar 112 4, titik leleh sebesar 321°C,
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titik didih sebesar 767°C dan memiliki masa jenis sebesar
8,65 g/cm® (Istarani dan Pandebesie, 2014). Kadmium (Cd)
sering digunakan sebagai bahan utama ataupun tambahan
dalam industri. Sampai dengan akhir abad 20,45% total
pencemaran global adalah logam kadmium. Di balik itu
kadmium merupakan logam berat yang sangat toksik bagi
manusia, hewan maupun tumbuhan setelah merkuri (HQ)
(Rahmadiani dan Aunurohim, 2013 dan Gupta dan Corpas,
2013). Logam ini masuk ke dalam lingkungan umumnya dari
proses industri serta pupuk fosfat yang kemudian terserap oleh
tumbuhan dan dialirkan ke hewan dan manusia melalui pola
rantai makanan (Gupta dan Corpas, 2013). Logam berat ini
merupakan elemen non-esensial yang membawa dampak
negatif terhadap pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan
(Benavides dkk., 2005). Kelarutannya yang tinggi di dalam air
menyebabkan unsur ini mudah diserap oleh akar dan diangkut
xilem ke daun (Roy Dkk., 2016).

2.5 Cekaman Logam Berat pada Tumbuhan

Cekaman kadmium (Cd) pada media tumbuh tanaman
masih sangat sulit dideteksi pada beberapa jenis tanaman
walaupun tanaman sudah mengakumulasi dalam jumlah yang
banyak (Susana dan Suswati, 2011). Cekaman ini
mengakibatkan akumulasi berlebih Reactive Oxygen Species
(ROS) dan Methylglioxal (MG) yang menyebabkan
peroksidasi lipid, oksidasi protein, inaktivasi enzim dan
kerusakan DNA (Hossain dkk., 2012). Pada taraf toksisitas
yang akut tumbuhan akan menunjukkan gejala berupa
klorosis, tumbuhan menjadi layu, stimulasi metabolisme
sekunder, lignifikasi, penurunan pertumbuhan dan kematian
sel (Roy dkk., 2016). Akibatnya cekaman logam berat
menjadi salah satu kendala dalam bidang pertanian sebab
dapat menurunkan produktivitas dari tanaman (Hossain dkk.,
2012).
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2.6 Respon Tumbuhan terhadap Cekaman Logam Berat

2.6.1 Respon Morfologi

Kehadiran logam berat sangat mempengaruhi
pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan lebih dari
cekaman lingkungan lainnya. Respon morfologi dari cekaman
logam berat kadmium dilaporkan meliputi penurunan
produktivitas, tinggi tumbuhan, panjang akar dan luas daun,
serta parameter biometrik lainnya (Farid dkk., 2013). Respon
akar terhadap toksisitas kadmium meliputi pencoklatan warna
akar, penurunan panjang dan produktivitas, serta pelebaran
diameter. Pada daerah tajuk yang meliputi batang dan daun
toksisitas kadmium mampu menyebabkan pengerdilan,
klorosis, nekrosis dan pengeringan. Respon hasil akhir biji
dan germinasi pada kondisi tercekam kadmium meliputi
penurunan produktivitas biji yang dihasilkan tumbuhan, dapat
berupa penurunan ukuran ataupun jumlahnya. Kadmium
menghambat penyerapan air oleh benih dan mengurangi kadar
air dalam biji, sehingga berdampak pada perkecambahan dan
tegakan tumbuhan, yakni perubahan kecepatan dan tingkat
perkecambahan (Shanying dkk., 2017). Pada penelitian
sebelumnya oleh Kasmiyati dkk (2016) mengenai
pencekaman Kromium (Cr) trivalent pada berbagai varietas
Sorghum menunjukkan bahwa tumbuhan merespon dengan
adanya penurunan biomassa, panjang radikula, akar dan
ukuran semai pada keseluruhan varietas seiring dengan
peningkatan konsentrasi logam berat yang digunakan untuk
pencekaman. Serta pada penelitian Farooq dkk (2016)
menunjukkan hasil yang sama yakni penurunan pada beberapa
parameter tumbuh morfologi seperti tinggi tajuk tumbuhan,
panjang akar, jumlah daun serta biomassa pada tumbuhan
Kapas dalam keadaan cekaman logam berat Cd pada taraf
1uM dan 5uM, namun dengan penambahan Glycine-betaine
(GB) eksogen pada beberapa taraf cekaman dapat mengurangi
pengaruh cekaman logan berat Cd pada parameter tersebut.
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2.6.2 Respon Fisiologi

Cekaman logam berat Cd pada lingkungan
pertumbuhan memberikan dampak yang nyata pada
pertumbuhan sebab logam berat ini memiliki dampak
toksisitas sebesar 2 hingga 20 kali lebih besar daripada logam
berat lainnya. Respon fisiologis yang diberikan oleh
tumbuhan di bagian signaling akar terhadap cekaman logam
Cd adalah adanya induksi sintesis prolin dan protein baru
tertentu dan penurunan aktivitas banyak enzim hidrolitik di
akar (Farid dkk., 2013). Efek negatif dari Cd pada
penghambatan laju fotosintesis (Shanying dkk., 2017) adalah
karena terbatasnya akses CO, karena berkurangnya
kandungan Kklorofil dan aktivitas enzimatik yang terlibat
dalam fiksasi CO, menyebabkan penurunan laju fotosintesis
dan juga gangguan dalam penyerapan dan distribusi nutrisi
mineral pada tumbuhan. Pada kasus ini penurunan klorofil a
jauh lebih tinggi dibandingkan dengan klorofil b. serta Cd
mengurangi  penyerapan air dan transportasi dengan
menyebabkan hilangnya turgor melalui penurunan elastisitas
dinding sel (Farid dkk., 2013). Pada beberapa parameter
fisiologis tumbuhan Kapas dalam cekaman logam berat Cd
yang dilakukan oleh Farooq dkk (2016) menunjukkan
penurunan, yakni pada kadar klorofil a, klorofil b, karotenoid,
laju fotosintesis, laju transpirasi seiring dengan peningkatan
taraf konsentrasi logam berat Cd.

2.6.3 Respon Biokimia dan Biomolekuler

Respon biokimia dan biomolekuler yang ditunjukkan
tumbuhan yang berada dalam cekaman logam berat kadmium
adalah peningkatan Reactive Oxygen Species (ROS) yang
nantinya memberikan dampak-dampak negatif lain bagi
tumbuhan seperti kerusakan membran lipid yang dapat
dimonitoring dengan pengukuran kadar MDA pada jaringan,
serta kerusakan lain seperti oksidasi protein, penghambatan
enzim dan kerusakan DNA serta RNA. Namun pada
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tumbuhan  terdapat mekanisme pertahanan terhadap
mekanisme toksisitas tersebut yakni dengan mengembangkan
sistem antioksidan enzimatik dan non-enzimatik komposit
untuk meminimalkan efek stres oksidatif, seperti peroksidase
(POD), katalase (CAT), askorbat peroksidase (APX),
antioksidan massa molekul rendah (glutathione reductase),
askorbat, karotenoid dan enzim pemulih ROS, superoksida
dismutase (SOD) (Gambar 2.3) (Farid dkk., 2013). Seperti
pada penelitian sebelumnya oleh Farooq dkk (2016) mengenai
cekaman logam berat Cd pada tanaman Kapas yang
menunjukkan hasil yakni adanya peningkatan level MDA
sebagai parameter ukur peroksidasi lipid membran sel serta
peningkatan kadar enzim-enzim pendetoksifikasi radikal
bebas seperti SOD (Superoxide Dismutase), POD
(Peroxidase), APX (Ascorbate Peroxidase) dan CAT
(Catalase) baik pada bagian daun maupun akar tanaman.
Namun dengan penambahan osmolit GB (glycine-betaine)
mampu menekan efek negatif yang diberikan oleh
pencekaman logam berat Cd.

Peningkaran Penyerapan Nutrisi

Logam Berat ==~ mikroorganisme
&Hg. #b, cd, cu, dil) S } terkait tanaman

Reseptor

monysicerephores/HON

Membran sel

Signaling Signaling
Termediasi MAPKs Kalsium

Signaling
Hormon

MAPKKK (il Asam Absisat

cB/apK Asam Jasmonat
Asam Salisilat

Etilen
Auksin

MAPKK
CDPKs.

MAPK oMLs sitokinin

Brassinosteroid

Respon Cekaman

GenResponsif Cekaman Logam Berat

LEA/DHN/SOD/CAT

Gambar 2.3 Berbagai jalur respon sel tumbuhan terhadap influks
logam berat ke dalam sel (Tiwari dan Lata, 2018).
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2.7 Klorofil

Klorofil adalah pigmen hijau yang ditemukan di
sebagian besar tumbuhan, alga dan cyanobacteria (Pareek
dkk., 2018), nama klorofil berasal dari bahasa Yunani chloros
(hijau) dan phyllon (daun). Ada beberapa bentuk klorofil,
klorofil a merupakan pigmen fotosintesis utama pada
tumbuhan hijau (Inanc, 2011 dan Pareek dkk., 2018) untuk
transformasikan energi cahaya (foton) ke ikatan kimia (Kalaji
dkk., 2017). Pigmen aksesori dalam fotosintesis mampu
mentransfer energi cahaya ke Klorofil a (Gambar 2.4a).
Beberapa di antaranya adalah klorofil b yang ditemukan pada
tumbuhan kelas tinggi serta alga hijau (Gambar 2.4b), klorofil
¢ yang ditemukan pada alga coklat dan diatom, klorofil d
ditemukan pada alga merah dan klorofil f yang ditemukan
pada cyanobacteria. Semua jenis klorofil memiliki sifat larut
dalam minyak (Inanc, 2011 dan Pareek dkk., 2018).

HyC CH,

HyC CHy
|
= ;
HC T CHy cH, O
HC l HC~ CH
e | |
He I \ HyC ‘ I
A AT Gy N N CHy
Mg o
CHy o Nyt _cH Nm "
He=— P | e ] cHy
0= (4 ‘ [ o o
HC 0 o d H,C ") o /<
e He
Klorofil a Klorofil b

Gambar 2.4 Struktur Kimia Klorofil a dan Klorofil b
(Pai dan Nair, 2015)

Dalam kondisi lingkungan tercekam logam berat atom
sentral pada struktur kimia Klorofil, yakni Mg, mampu
mengalami substitusi oleh logam berat yang memiliki elektron
valensi yang sama seperti Hg**, Cu?*, Cd**, Ni?*, Zn*, Pb*
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yang kemudian mampu menyebabkan kerusakan pada proses
fotosintesis dan merupakan mekanisme kerusakan yang
penting pada tanaman tercekam logam berat (Kupper dkk.,
1998). Studi sebelumnya menyatakan bahwa Cd memiliki
kecenderungan lebih tinggi dibandingkan dengan logam berat
lainnya dalam melakukan substitusi Mg pada Kklorofil
sehingga memiliki pengaruh tinggi terhadap kadar klorofil
yang memiliki peran vital dalam proses fotosintesis (Yu dkk.,
2017).

2.8 Malondialdehyde (MDA)

Stress oksidatif terjadi ketika ada terjadi ketidak-
seimbangan antara prooksidan dan antioksidan, sehingga
mengakibatkan banyaknya produksi radikal atau Reactive
Oxygen Species (ROS) yang dapat memberikan dampak
langsung pada lipid (Ayala dkk., 2014), protein dan asam
nukleat (Rosawanti dkk., 2015) khususnya poly-unsaturated
fatty acid (PUFA) (Ayala dkk., 2014). Sedangkan kerusakan
mayor yang disebabkan oleh ROS di dalam sel adalah
peroksidasi lipid pada membran. (Rosawanti dkk., 2015).
Peroksidasi lipid secara umum dapat digambarkan sebagai
suatu proses dimana oksidan seperti radikal bebas atau ROS
menyerang senyawa dengan ikatan karbon ganda (tidak jenuh)
(Ayala dkk., 2014).

Produk primer dari peroksidasi lipid adalah lipid
hydroperoxyde (—-LOOH), sedangkan produk sekunder dari
peroksidasi lipid dapat berupa Malondialdehyde (MDA),
propanal, hexanal dan 4-hydroxynonenal (4-HNE). MDA
menjadi produk sekunder peroksidasi lipid yang paling
mutagenik sedangkan 4-HNE yang paling toksik (Ayala dkk.,
2014). MDA diproduksi selama peroksidasi asam lemak tak
jenuh ganda oleh aksi ROS, sebagai akibat dari menipisnya
sistem antioksidan. MDA mampu memodifikasi struktur fisik
membran sel dan secara tidak langsung terlibat dalam sintesis
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protein, DNA dan RNA. Selain itu MDA juga memiliki sifat
mutagenik dan karsinogenik (Kapusta dkk., 2018).

MDA menjadi produk akhir yang stabil dari proses
peroksidasi lipid yang dapat dijadikan sebagai pengukuran
tidak langsung dari kumulatif peroksidasi lipid (Mao dkk,
2019). MDA dapat merefleksikan status kerusakan membran
sel yang mengalami peroksidasi lipid (Zhou dkk., 2017).
Senyawa ini mampu berinteraksi dengan beberapa nukleosida
dan menghasilkan adducts, produk utama yang dihasilkan
adalah pirimidopurinon yang disebut pyrimido, sehingga
dapat juga dikatakan MDA adalah kontributor penting untuk
kerusakan dan mutasi DNA. Mutasi-mutasi yang dihasilkan
dapat berupa mutasi titik, frameshift, penundaan siklus sel dan
induksi apoptosis (Ayala dkk., 2014).

2.9 Kultivasi Hidroponik

Hidroponik merupakan teknik ‘kultur air’ atau
pengulturan dengan media air yang mulai dikembangkan
dalam penelitian sejak abad ke 18. Pada awalnya kultur ini
digunakan untuk mengetahui elemen pertumbuhan apa saja
yang dibutuhkan oleh  tanaman, namun  seiring
berkembangnya penelitian teknik yang kondisi dan
kelimpahan nutrisinya lebih terkontrol ini digunakan dalam
riset-riset mengenai mekanisme toksisitas nutrisional serta
defisiensi pada perkembangan tanaman (Shavrukov dkk.,
2012). Nutrisi standar yang biasa digunakan dalam kultur
hidroponik adalah AB mix (Nugraha dan Susila, 2015 dan
Wibowo dkk., 2017) dengan komponen-komponen penyusun
sebagai berikut (Tabel 2.1 dan Lampiran 1):
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Tabel 2.1 Komposisi Nutrisi AB Mix (Frasetya dkk., 2019)
Nutrisi Komposisi
Ca(NO;),
Larutan A KNO;
Fe-EDTA
KH,PO,
MgS0O,.7H,0
MnSQO,.4H,0
CuSQO,.5H,0
ZnS0,.7H,0
H3;BO;
(NH4)sM07024
Na,O3Si

Larutan B

Hidroponik menggunakan sistem wick (sumbu) atau
yang juga disebut dengan rakit apung merupakan salh satu
teknik hidroponik dengan cara menanam tanaman di lubang
styrofoam yang mengapung di atas permukaan larutan nutrisi
dalam bak penampung (Kratky, 2009: Yunindanova dkk.,
2018). Sistem ini memiliki kelebihan karena lebih mudah
dalam pengaplikasiannya, tidak membutuhkan eneri listrik,
serta minim tenaga kerja, sehingga sistem ini dapat diterapkan
dalam skala kecil di rumah tangga hingga skala besar
(Yunindanova dkk., 2018).

2.10 Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction
(QRT-PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah teknik
berbasis molekuler yang digunakan untuk  untuk
mengamplifikasi sekuens DNA spesifik menjadi ribuan
hingga jutaan kopi secara in vitro dengan dimediasi enzim
(Saeed dan Saeed, 2013, Hewajuli dkk., 2014). Teknik ini
ditemukan oleh Dr. Kary Mullis yang menyatakan bahwa
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teknik ini dapat digunakan pada sampel apapun dan dibuat
kopi segmennya sebanyak apapun (Mullis, 1990). Komponen
yang perlu ada dalam reaksi ini adalah template DNA, primer
forward dan primer reverse, nukleotida dan enzim DNA
polimerase. Primer adalah fragmen DNA pendek dengan
urutan tertentu yang komplemen terhadap template yang akan
diamplifikasi sebagai titik perpanjangan oleh DNA
polimerase. Enzim yang digunakan adalah DNA-thermostable
enzyme yakni Taq polimerase, yang disintesis dari bakteri
Thermophilus aquaticus, memiliki sifat tahan terhadap suhu
ekstrem (Garibyan dan Avashia, 2013).

Terdapat tiga tahapan dasar di dalam teknik PCR,
yakni denaturation, annealing dan extension (Gambar 2.5).
Tahap pertama yaitu denaturation, template DNA yang
digunakan dipatahkan ikatan hidrogennya pada temperatur
yang tinggi, yakni pada 95°C sehingga DNA menjadi heliks
tunggal. Kemudian pada tahap annealing sampel didinginkan
pada temperatur 50°C hingga 60°C untuk melekatkan primer
pada sekuens sampel yang komplemen dengan basa
nitrogennya. Selanjutnya pada tahap extension suhu dinaikkan
kembali hingga 72°C dan terjadi aktivitas enzimatis
perangkaian nukleotida bebas di sepanjang template setelah
situs komplemen dari primer oleh enzim taq polymerase
(Saeed dan Saeed, 2013).
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Gambar 2.5 Skema Prinsip Teknik PCR
(Garibyan dan Avashia, 2013)

Real Time-PCR (RT-PCR), suatu teknik yang mengikuti
dasar-dasar umum PCR konvensional namun memungkinkan
adanya pengukuran produk PCR secara real time ketika reaksi
berlangsung. Analisis PCR reverse transcriptase RNA, juga
dapat secara disingkat "RT-PCR", adalah analisis untuk
mengukur RNA saja, di sini RNA disalin ke DNA
komplementer (cDNA) dengan reverse transcriptase. Produk
ini diamplifikasi oleh PCR yang memungkinkan pembentukan
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untai DNA kedua atau komplementernya, yang selanjutnya
dianalisis secara konvensional atau secara real time. Sehingga
pada Real Time-PCR dengan adanya pengukuran secara nyata
lebih sering disebut dengan quantitative-PCR (gPCR) (Saeed
dan Saeed, 2013 dan Garibyan dan Avashia, 2013). Dasar
kuantifikasi gPCR adalah mendeteksi jumlah produk genom
yang mampu diamplifikasi secara real time melalui label
floresesi yang diberikan oleh beberapa pewarna kimia seperti
pewarna pengikat DNA spesifik, probe hidrolisis dan lain
sebagainya, yang mengarah pada penciptaan kurva sigmoid
floresens (Mahboudi dkk., 2018). Metode gqPCR terbagi atas
dua jenis, yakni probe-based qPCR serta intercalator-based
gPCR. Probe-based qPCR juga dikenal sebagai TagMan
PCR, membutuhkan sepasang primer PCR dan tambahan
probe oligonukleotida fluorogenik dengan tambahan pewarna
fluoresens reporter dan pewarna quencher yag terangkai.
Sedangkan metode intercalator-based (SYBR Green)
membutuhkan pewarna DNA untai ganda di PCR yang
mengikat DNA untai ganda hasil sintesis sehingga
menghasilkan fluoresensi. Kedua metode ini membutuhkan
thermocycler khusus yang dilengkapi dengan sensor yang
memonitor fluoresensi pada setiap sampel pada interval yang
rapat selama proses PCR. Prinsip yang mendasari qPCR
adalah isolasi RNA total, transkripsi balik (RT), dan
dilanjutkan dengan PCR (Gambar 2.6) (Mo dkk., 2012).
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Gambar 2.6 Diagram Skematik dari Proses RT-PCR

(Santos dkk., 2004).




BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian  ini  merupakan  penelitian  yang
menggabungkan data primer dan data sekunder yang diambil
dari buku, jurnal penelitian, dan literatur-literatur ilmiah
lainnya (Simanjutak dan Sosrodiharjo, 2014).

3.2 Sumber Data

Dalam penelitian ini peneliti menggabungkan antara
dua data, yakni data primer dan sekunder untuk melengkapi
data-data yang diperlukan dalam pemaparan hasil. Adapun
sumber-sembernya adalah sebagai berikut:

1. Sumber Primer adalah suatu data yang dijadikan acuan
utama dari penelitian. Sumber primer yang digunakan
dalam penelitian ini adalah data yang diambil langsung
(data primer) yang meliputi data Respon Morfologi
(tinggi tajuk tanaman, panjang akar, jumlah daun, jumlah
tunas dan biomassa malai) dan Respon Fisiologis (kadar
klorofil) dan data yang didapatkan dari literatur (data
sekunder) mengenai kadar MDA (malondialdehyde) serta
Respon Molekuler (ekspresi gen yang responsif terhadap
cekaman Cd). Data parameter respon molekular yang
digunakan merupakan data yang menggunakan analisis
transkriptomik gquantitative RT-PCR.

2. Sumber Sekunder adalah referensi-referensi pendukung
atau pelengkap bagi sumber-sumber primer. Adapun
sumber sekunder yang digunakan dalam penelitian ini
adalah beberapa buku dan jurnal ilmiah mengenai:

a. Karakteristik dan potensi Tanaman Jewawut (Setaria
italica)

b. Pengaruh cekaman logam berat Cd

c. Respon tanaman terhadap cekaman logam berat

23
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3.3 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan mulai bulan Januari hingga
Maret 2020 yang bertempat di Screen house Urban Farming
ITS dan Laboratorium Biosains dan Teknologi Tumbuhan,
Institut Teknologi Sepuluh Nopember, Surabaya.

3.4 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah labu
Erlenmeyer, gelas Beaker, gelas ukur, tabung reaksi, pipet
tetes, alumunium foil, botol falcon 15 mL, pinset, cawan Petri,
rak tabung, bak air, gabus, penggaris, kain flanel, freezer,
inkubator, Laminar Air Flow (LAF), sentrifuse dan
spektrofotometer.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
benih tanaman Jewawut, nutrisi hidroponik ABmix, kapas
lemak, rockwool, CdCl,, alkohol 70%, aseton 80%, air dan
double distilled H,O.

3.5 Metode Penelitian

3.5.1 Kultivasi S. italica

Benih jewawut yang sudah berkecambah selama 5
hari ditanam pada sistem hidroponik. Sebelumnya
dipersiapkan 8 sistem bak hidroponik yang diisi medium
pertumbuhan  ABmix, setiap  kelompok  perlakuan
menggunakan 2 bak sebagai wadah kultur. Sistem hidroponik
yang digunakan adalah sistem sumbu (wick), yang mana
media tidak mendapatkan aerasi dan pengaliran air, media
berupa air tenang di dalam sistem bak yang dialirkan ke
rockwool melalui kapilaritas pada kain sumbu.
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Konsentrasi Cd yang digunakan dalam penelitian ini
adalah 0 uM (kontrol), 0,5 uM, 1,0 uM, dan 1,5 pM dengan
pengulangan sebanyak 9 Kkali. Sedangkan benih yang
digunakan berasal dari Laboratorium Fisiologi, Bidang
Botani, LIPI (Lembaga llmu Pengetahuan Indonesia) yaitu
aks. Buru Merah yang berasal dari Pulau Buru.

3.5.2 Pemberian Cekaman Logam Berat

Pemberian cekaman logam berat Cd dilakukan setelah
tumbuhan tumbuh hingga berusia 14 HST (Hari Setelah
Tanam) di saat morfologi tumbuhan sudah sekiranya adaptif
untuk mendapatkan cekaman lingkungan, tumbuhan jewawut
memiliki tinggi 35 ¢cm dengan rerata jumlah daun 7 helai.
Logam berat yang diberikan berupa larutan CdCl, yang
dihomogenkan dengan medium tanam hidroponik. Pemberian
cekaman dilangsungkan selama 3 minggu.

3.5.3 Uji Kandungan Kilorofil

Uji kadar klorofil dilakukan menggunakan sampel
daun jewawut yang diambil sebanyak 0,1 g untuk setiap uji
kadar Klorofil a, klorofil b dan total klorofil. Sampel
dihaluskan terlebih dahulu kemudian dihomogenkan
menggunakan pelarut aseton 80% sebanyak 2 ml. kemudian
homogenate dipindahkan ke dalam gelas ukur dan ditera
menggunakan pelarut aseton 80% hingga menunjukkan
Vol.ume 10 ml lalu disentrifugasi pada kecepatan 2.500 rpm
selama 10 menit. Supernatan yang diperoleh kemudian
absorbansinya dibaca menggunakan A= 480 nm, 510 nm, 645
nm dan 663 nm (Kurniawan dkk., 2010).

Hasil absorbansi yang diperoleh digunakan untuk
mengukur kadar klorofil a, klorofil dan total klorofil dengan
rumus sebagai berikut (Rajput dan Patil, 2016):
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(12.7[A663]— 2.69[A645]) (V) (W)
1000

Klorofil a mg/g FW =

(22.9[A645]— 4.68[A663]) (V) (W)

Klorofil b mg/g FW = 1000

(20,2[A645]— 8.02[A663]) (V) (W)

Total Klorofil mg/g FW =
1000

Keterangan:

A: Absorbansi pada panjang gelombang spesifik
V: Vol.ume akhir ekstrak

W: Berat basah sampel yang diekstrak

3.6 Metode Pengumpulan Data Sekunder

Penelitian yang dilakukan menggunakan metode
pengumpulan data kepustakaan dengan pemilihan dan
pencarian yang kemudian disajikan dan dianalisis. Data
sekunder yang digunakan dalam penelitian ini membutuhkan
tindakan pengolahan secara filosofis dan teoritis. Kajian
literatur yang dilakukan adalah studi pustaka tanpa disertai uji
empirik (Muhajdir, 1998). Data kemudian disajikan dalam
bentuk uraian yang ringkas dan sistematis.

Pengumpulan data yang dilakukan dalam penelitian
ini adalah upaya pengumpulan beberapa literatur terkait
pengaruh cekaman logam berat Cd terhadap tumbuhan dan
respon molekuler tumbuhan terhadap cekaman logam berat
Cd tersebut. Data yang telah dikumpulkan kemudian
diseleksi, dianalisis dan disajikan secara ringkas dan
sistematis.

3.7 Teknik Analisis Data

Penelitian ini dilakukan menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dengan 9 ulangan, yakni tumbuhan
dengan keragaan terbaik (bebas serangan hama atau cekaman
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biotik lainnya). Pemberian perlakuan diilakukan selama 4
minggu setelah tumbuhan berusia 14 HST. Analisis data yang
digunakan dalam penelitian ini terdiri dari analisis kuantitatif
dan kualitatif. Parameter morfo-fisiologi meliputi tinggi tajuk,
panjang akar, jumlah daun, jumlah tunas, biomassa malai dan
kandungan klorofil apabila didapatkan data normal dalam
penelitian maka akan dilanjutkan pada analisis statistika
menggunakan uji ANOVA (Analysisi of Variance) one way
pada taraf kepercayaan 95% menggunakan software SPSS
series 25. Sedangkan parameter molekuler berupa data
ekspresi genetik beberapa gen responsif terhadap cekaman
logam berat Cd akan didapatkan dari berbagai literatur yang
telah  dikumpulkan, diseleksi, kemudian dilakukan
pengorganisasian data dan dijabarkan secara lebih sederhana
dan sistematis (Anggito dan Setiawan, 2018). Teknik analisis
yang digunakan untuk data sekunder berupa analisis isi
(content analysis) yang merupakan analisis ilmiah mengenai
isi pesan suatu data (Muhadjir, 1998).

Hipotesis yang digunakan pada data primer penelitian ini
adalah sebagai berikut:

Ho: variasi konsentrasi Cd tidak berpengaruh terhadap morfo-
fisiologi tumbuhan Jewawut

H,: variasi konsentrasi Cd berpengaruh terhadap morfo-
fisiologi tumbuhan Jewawut

Jika terdapat satu atau lebih perlakuan yang yang
memberikan hasil yang berbeda nyata dengan kontrol, maka
Ho ditolak, atau dinyatakan konsentrasi Cd yang berbeda
memberi pengaruh terhadap morfo-fisiologi tumbuhan. Jika
H, ditolak maka dilanjutkan dengan uji Tukey dengan taraf
kepercayaan 95% menggunakan software SPSS series 25.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Respon Morfologi

Berdasarkan uji ANOVA one way pemberian
perlakuan cekaman logam berat Cd pada beberapa konsentrasi
yang berbeda memberikan pengaruh nyata terhadap morfologi
umbuhan Jewawut aksesi Buru Merah dari parameter tinggi
tajuk umbuhan, panjang akar, jumlah daun, jumlah tunas dan
biomassa malai (P value < 0,05) (Tabel 4.1). Keberadaan
logam Dberat pada media tanam dilaporkan mampu
memberikan dampak negatif terhadap morfologi atau visual
umbuhan, seperti penurunan biomassa, tinggi umbuhan,
panjang akar dan luas daun (Farid dkk., 2013, Jadid dkk.,
2017), Shanying dkk (2017) melaporkan bahwa cekaman
logam berat kadmium (Cd) pada rentang konsentrasi yang
tinggi mampu menyebabkan pengkerdilan, klorosis, nekrosis,
serta gangguan homeostasis pada organ umbuhan. Respon
lainnya yakni biji yang dihasilkan juga akan mengalami
penurunan ukuran ataupun jumlahnya. Hal ini selanjutnya
akan berdampak pada penurunan produktivitas umbuhan,
utamanya pada umbuhan yang nilai ekonomisnya pada organ
biji seperti umbuhan serealia.
Pertumbuhan akar dan warna daun juga merupakan parameter
morfologi yang penting untuk diamati ketika umbuhan
tercekam logam berat. Hal ini berhubungan erat dengan
metabolism sel tumbuhan (Rosidah dkk., 2014). Menurut
Juhriah (2017) tingginya akumulasi logam berat dalam organ
umbuhan dapat menghambat laju metabolisme di dalam sel
sehingga menurunkan produktivitas umbuhan itu sendiri.
Kadmium dapat menghambat pertumbuhan  benih,
perkembangan akar dan organ tumbuhan lainnya, serta dapat
mengakibatkan mutasi kloroplas pada taraf konsentrasi yang
sangat tinggi (Zhou dkk., 2012).

29
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4.1.1 Pengaruh Cd tehadap Tinggi Tajuk dan Panjang
Akar Tumbuhan Jewawut aksesi Buru Merah
Berdasarkan uji posthoc Tukey diperoleh hasil bahwa
pemberian perlakuan cekaman Cd dengan konsentrasi yang
berbeda berpengaruh signifikan terhadap tinggi tajuk
tumbuhan (Tabel 4.1 dan Gambar 4.1). Rerata tinggi tajuk
tumbuhan Jewawut aksesi Buru Merah pada kelompok
perlakuan cekaman Cd 0,5 puM, 1,0 pM serta 1,5 uM
mengalami penurunan sebesar 7,37%, 19,12% dan 29,29%
dibandingkan dengan kontrol. Tian dkk (2017) melaporkan
bahwa tinggi tajuk tumbuhan Jewawut kultivar Jingu-21 juga
mengalami penurunan secara signifikan pada perlakuan
cekaman Cd 200 pM pada periode semai dibandingkan
dengan kontrol sebesar 6,8%, penurunan sebesar 61,17% pada
tanaman kapas dalam kondisi cekaman Cd 5 pM (Farooq
dkk., 2016), serta penurunan sebesar 42,1% dan 50,3% pada
tanaman Kenaf (Hibiscus cannabinus) kultivar Fuhong 991
dan ZM412 pada kondisi pencekaman Cd 120 pM pada media
pertumbuhan hidroponik selama 3 minggu (Li dkk., 2013).

Gambar 4.1 Morfologi Tumbuhan Jewawut (S. italica) setelah mengalami
Cekaman Cd selama 28 hari, usia tanam 42 HST
(a: kontrol, b: 0,5 uM, ¢: 1,0 uM, d: 1,5 pM)
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Selain itu peningkatan taraf konsentrasi Cd yang
diberikan pada tanaman Jewawut aks. Buru Merah juga
direspon dengan penurunan panjang akar yang signifikan pada
peningkatan konsentrasi pemberian Cd (Tabel 4.1). Rata-rata
panjang akar tumbuhan kontrol dapat mencapai 26,1 cm
sedangkan perlakuan yang memiliki rata-rata panjang akar
paling pendek adalah pada taraf Cd 1,5 uM yakni 14,133 cm
yang menunjukkan penurunan sebesar 45,85% (Gambar 4.2
dan Gambar 4.3). Pertumbuhan panjang akar merupakan
indikator besar-tidaknya efek cekaman logam berat terhadap
akar (Rosidah dkk., 2014). Beberapa penelitian sebelumnya
juga menyebutkan bahwa Cd mampu menurunkan
pertumbuhan panjang akar tanaman, seperti pada tanaman
Jewawut kultivar Jingu-21 pada cekaman Cd 200 uM yang
diberikan selama 48 jam mengalami penurunan sebesar 15%
(Tian dkk., 2017), penurunan sebesar 63,41% pada tanaman
kapas dalam kondisi cekaman Cd 5 pM, serta penurunan
sebesar 17,3% dan 69,2% pada tanaman Kenaf (Hibiscus
cannabinus) kultivar Fuhong 991 dan ZM412 pada kondisi
cekaman Cd 120 uM pada media pertumbuhan hidroponik
selama 3 minggu (Li dkk., 2013).
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Gambar 4.2 Grafik Panjang Akar Tumbuhan Jewawut aks. Buru Merah

Gambar 4.3. Morfologi Akar Tumbuhan Jewawut setelah
mengalami Cekaman Cd selama 28 hari, usia tanam 42 HST
(a: kontrol, b: 0,5 uM, ¢: 1,0 uM, d: 1,5 uM)
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Logam berat Cd mampu menghambat penyerapan
beberapa nutrien yang dibutuhkan tanaman seperti P (fosfor),
K (potasium), Ca (kalsium), Fe (besi) dan Zn (seng) oleh akar
tanaman (Jiang dkk., 2004) dengan menurunkan selektivitas
transporternya (Rosidah dkk., 2014). Kadmium yang masuk
ke dalam sel akar melaui transporter tersebut selanjutnya akan
menghalangi masuknya ion logam esensial lainnya (Thomine
dkk., 2000 dan Caetano dkk., 2015). Umumnya, transpor Cd
terjadi melalui transporter Fe seperti IRT (lron-Regulated
metal Transporter-like protein), YSL (Yellow Stripe-Like
protein) dan NRAMP (Natural Resistance-Associated
Macrophage Protein) yang terletak pada membran plasma sel
epidermis akar (Takahashi dkk., 2012 dan Huang dkk., 2020)
seperti ditunjukkan oleh Gambar 4.4. Transportasi Cd** ke
dalam sel ini terjadi secara aktif dan pasif (Ismael dkk., 2018).

Sitosol \
—e Ca- channels
~P zrearty (" Vakuola \ Xilem
- —P> zrairy NRAMP3, 4 =
—~ e
—Pr Nramp ~D> Hmas
Cd-chelate s ys1. ca* e ca. P L
2 CAXS chelate
car =& XTH c'd-clmluu-_€ S e car ﬂﬂﬁi
«—@— ABCC®DRS)
—D~ pcriz ¥ \ J /

Gambar 4.4. Transporter yang Responsibel terhadap
Influks dan Efluks Cd (Ismael dkk., 2018)
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Kompetisi absorbsi Fe dan Cd menyebabkan gejala
tanaman yang mengalami gangguan pada kedua jenis mineral
ini hampir serupa. Defisiensi mikronutrien seperti ion Fe
mampu mempengaruhi kondisi fisiologis tanaman dengan
mengganggu aktivitas enzimatis dan metabolisme sel
(Dobermann dan Fairhurst, 2000, Rout dan Sahoo, 2015). Di
samping defisiensi Fe, akses Cd melalui transporter Zn juga
mampu menurunkan influks Zn ke dalam sel tanaman. Salah
satu efek yang mampu disebabkan oleh defisiensi Zn adalah
penurunan hormon auksin (Taiz dan Zeiger, 2006). Akibatnya
penurunan hormon auksin ini dapat menurunkan laju
pertumbuhan primer tanaman, khusushya pada bagian akar
tanaman (Overvoorde dkk., 2010).

4.1.2 Pengaruh Cd terhadap Jumlah Daun dan Tunas
Tumbuhan Jewawut aksesi Buru Merah
Cekaman Cd juga berpengaruh terhadap jumlah daun
dan tunas tumbuhan Jewawut aks. Buru Merah (P value <
0,05) (Tabel 4.1). Rata-rata jumlah daun paling sedikit yaitu
6.11 yang dihasilkan oleh kelompok perlakuan pencekaman
Cd pada taraf konsentrasi 1,5 pM yang menunjukkan
penurunan sebesar 46,08% dibandingkan dengan kontrol.
Diikuti dengan 35,29% pada kelompok perlakuan Cd 1,0 uM,
28,43% yang tidak berbeda nyata (Gambar 4.5). Jumlah tunas
yang paling rendah juga pada kelompok perlakuan cekaman
Cd 1,5 uM yakni sebesar 0,89 atau penurunan sebesar 69,23%
dibandingkan dengan kontrol (Gambar 4.5). Hasil penelitian
ini menunjukkan bahwa pengaruh negatif cekaman Cd
terhadap jumlah tunas dan daun tumbuhan Jewawut aks. Buru
Merah berbanding lurus dengan peningkatan konsentrasi Cd
yang diberikan. Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa
jumlah daun pada tanaman kapas mengalami penurunan yang
tinggi yakni sebesar 72,12% pada konsentrasi Cd sebesar 5
UM dibandingkan dengan kontrol (Farooq dkk., 2016).
Penurunan jumlah daun dan tunas ini dapat disebabkan karena
Cd pada konsentrasi yang tinggi mampu mempengaruhi
aktivitas pembelahan sel tumbuhan (Zhou dkk., 2012).
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Gambar 4.5 Grafik Jumlah Daun dan Tunas
Tumbuhan Jewawut aks. Buru Merah

Kadmium yang masuk ke dalam sel akan berinteraksi
dengan gugus sulfohidril (-SH) pada residu sistein yang ada
pada protein tubulin. Hal ini dapat berpengaruh pada formasi
mikrotubul dan mengganggu pembelahan sel. Monterio dkk
(2012) mengungkapkan bahwa pada konsentrasi yang rendah
Cd akan memblokade proses checkpoint pembelahan sel pada
fase G2/M, sedangkan pada konsentrasi yang lebih tinggi Cd
akan menghambat fase S pada pembelahan sel. Selanjutnya
hal tersebut berakibat pada proses organogenesis (Huybrechts
dkk., 2019). Hasil penelitian yang telah dilakukan oleh
Monterio dkk (2012) juga menjelaskan bahwa multiplikasi
tunas dan daun akan menurun seiring dengan meningkatnya
konsentrasi Cd yang diberikan. Pada pemberian cekaman Cd
sebesar 10 uM tanaman selada (Lactuca sativa L.) mampu
menurunkan indeks prolifersi  (PRI) sebesar 25%
dibandingkan dengan kontrol. Pada tingkat kerusakan yang
tinggi sel akan melakukan apoptosis/Programed Cell Death
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(PCD) atau terjadi aberasi kromosom seperti yang diterangkan
sebelumnya. Selain itu hal tersebut selanjutnya dapat
mengakibatkan penuaan (senescence) atau bahkan nekrosis.

4.1.3 Pengaruh Cd terhadap Biomassa Malai Tumbuhan
Jewawut Aksesi Buru Merah
Cekaman Cd pada media tanam memberikan
pengaruh nyata pada biomassa malai tumbuhan Jewawut aks.
Buru Merah semua kelompok perlakuan (Tabel 4.1 dan
Gambar 4.6). Rerata biomassa malai tumbuhan Jewawut aks.
Buru Merah pada kelompok perlakuan cekaman Cd 0,5 pM,
1,0 uM serta 1,5 pM mengalami penurunan sebesar 58,9%,
62,55% dan 68,8% dibandingkan dengan kelompok kontrol
pada usia 4 minggu setelah perlakuan (Gambar 4.7).
Penelitian sebelumnya oleh Wei (2005) juga menunjukkan
bahwa cekaman Cd menyebabkan penurunan biomassa
tanaman Solatium nigrum. Hal serupa juga terjadi pada
tanaman lain seperti tanaman Kenaf kultivar Fuhong991
(penurunan biomassa tajuk dan akar sebesar 41,46% dan
65,53%) serta kultivar ZM412 (penurunan biomassa tajuk dan
akar sebesar 46,15% dan 62,04%) pada kondisi pencekaman
Cd 120 uM selama 3 minggu (Li dkk., 2013).

Gambar 4.6. Morfologi Malai Tumbuhan Jewawut setelah
mengalami Cekaman Cd selama 28 hari, usia tanam 42 HST
(a: kontrol, b: 0,5 uM, c: 1,0 uM, d: 1,5 uM)
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Gambar 4.7 Grafik Biomassa Malai Tumbuhan Jewawut aks. Buru Merah

Seperti yang telah dijelaskan bahwa Cd menyebabkan
tanaman mengalami defisiensi Fe. Defisiensi tersebut
selanjutnya menghambat biosintesis klorofil. Penurunan kadar
klorofil ini mengakibatkan gangguan pada proses-proses
fisiologis seperti fotosintesis (Doberman dan Fairhurst, 2000,
Rout dan Sahoo, 2015). Gejala yang dialami oleh tanaman
yang tercekam logam berat Cd memiliki kemiripan dengan
tanaman yang mengalami defisiensi ion Fe yakni mengalami
klorosis. Keseluruhan lamina daun menguning sedangkan
tulang daun memiliki sedikit warna hijau (Alves dkk., 2019).
Hal ini terlihat jelas pada daun tumbuhan Jewawut aks. Buru
Merah yang diberi perlakuan Cd 0,5 uM (tulang daun
berwarna hijau sedangkan laminanya berwarna kuning pucat).
Sedangkan pada taraf 1,0 uM dan 1,5 uM lamina serta tulang
daun berwarna kuning pucat dibandingkan dengan tumbuhan
kontrol (Gambar 4.8 dan Lampiran 2).
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Gambar 4.8 Morfologi Daun Tumbuhan Jewawut setelah
mengalami Cekaman Cd selama 28 hari, usia tanam 42 HST
(a: kontrol, b: 0,5 pM, c: 1,0 uM, d: 1,5 pM)

Gejala klorosis yang terjadi pada tumbuhan jewawut
dengan perlakuan Cd makin tinggi seiring dengan
meningkatnya taraf konsentrasi Cd yang diberikan pada
medium pertumbuhan (Gambar 4.7). Pada taraf konsentrasi
tertinggi (1,5 pM) keseluruhan lamina organ daun tanaman
memiliki warna kuning pucat dengan bagian ujung daun
mengalami nekrosis. Gejala klorosis daun ini juga merupakan
karakter yang umum dijumpai pada tanaman yang mengalami
defisiensi Fe. Hasil ini serupa dengan penelitian Alves dkk
(2019) yang menyatakan bahwa gejala defisinsi Fe pada
bunga matahari (Helianthus annuus) berupa klorosis pada
lamina daun yang dimulai pada daun muda (dekat apikal).
Beberapa daun yang masih memiliki pigmen hijau akan lebih
cepat menguning di tahap senescence dibandingkan dengan
kontrol. Klorosis ini berbanding lurus dengan penurunan
biomassa malai yang dihasilkan oleh tanaman pada kondisi
cekaman. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa malai
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muncul pada kisaran waktu yang yang seragam, yakni pada
minggu ketiga setelah tanam. Namun biomassa malai yang
dihasilkan berbeda di setiap perlakuan. Biomassa malai
terendah dihasilkan pada tumbuhan jewawut yang terpapar Cd
pada konsentrasi tertinggi (1,5 uM).

4.2 Respon Fisiologis

Selain respon morfologis, tumbuhan juga merespon
melalui beberapa jalur fisiologis terhadap cekaman logam
berat Cd. Respon fisiologis yang diberikan oleh tumbuhan
terhadap cekaman logam Cd di antaranya adalah induksi
sintesis prolin dan penurunan aktivitas enzim hidrolitik di
organ akar (Farid dkk., 2013). Selain itu Cd juga memberikan
efek negatif pada laju fotosintesis (Shanying dkk., 2017),
penurunan kemampuan absorbsi CO, sebagai akibat
terganggunya aktivitas enzimatik yang terlibat dalam fiksasi
CO,, serta terhambatnya penyerapan dan distribusi nutrisi
dalam sel. Hal ini selanjutnya berdampak pada menurunnya
produktivitas tanaman. Farooq dkk (2016) juga menunjukkan
bahwa tanaman yang terpapar Cd mengalami penurunan kadar
klorofil a, klorofil b, karotenoid, laju fotosintesis, laju
transpirasi serta peningkatan pada kadar MDA seiring dengan
peningkatan taraf konsentrasi logam berat Cd.

4.2.1 Pengaruh Cd terhadap Kadar Klorofil Tumbuhan
Jewawut aksesi Buru Merah

Pada penelitian ini, perlakuan cekaman kadmium
(Cd) pada media pertumbuhan berpengaruh terhadap kadar
klorofil tumbuhan jewawut (P value < 0,05) melalui hasil uji
ANOVA one way. Kadar klorofil total di setiap perlakuan
yang diberikan berbeda nyata bila dibandingkan dengan
kontrol (Tabel 4.2). Kadar klorofil terendah ditunjukkan pada
perlakuan dengan konsentrasi Cd 1,0 pM dan 1.5 pM, yaitu
sebesar 0,16 mg/g. Hasil tersebut juga menunjukkan bahwa
tidak ada beda nyata antara perlakuan Cd 1,0 uM dan 1,5 pM
terhadap kadar klorofil total tumbuhan Jewawut aksesi Buru
Merah. Meski demikian secara keseluruhan. cekaman Cd pada
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media pertumbuhan mampu menurunkan kadar klorofil pada
tumbuhan Jewawut aksesi Buru Merah, yakni penurunan
sebesar 30,4% pada konsentrasi 0,5 uM, 60,5% pada
konsentrasi 1,0 UM dan 61.4% pada konsentrasi 1,5 puM
(Tabel 4.2). Data penurunan kadar klorofil ini juga selaras
dengan hasil pengamatan morfologi daun tanaman yang
menunjukkan gejala klorosis (kuning) dibandingkan dengan
tanaman kontrol yang berwarna hijau (Gambar 4.8 dan
Lampiran 2). Penurunan kadar klorofil tersebut juga serupa
dengan penelitian pada tanaman lainnya seperti Pisum
sativum yang mengalami penurunan sebesar 31,65% pada Cd
6 mM (Januskaitiene, 2012), sebesar 37,32% pada tanaman
jagung (Zea mays) dalam 20 uM Cd (Wang dkk., 2009), dan
sebesar 62,65% pada Phragmites australis dalam 100 uM Cd
(Pietrini dkk., 2003).
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Penurunan rata-rata kadar klorofil berbanding lurus
dengan biomassa tumbuhan yang berkaitan dengan proses
fotosintesis (Tabel 4.2). Paparan logam berat Cd dilaporkan
juga dapat Gangguan yang disebabkan oleh Cd pada proses
fotosintesis mengakibatkan abnormalitas struktur kloroplas.
Perubahan struktur kloroplas pada sel tanaman yang tercekam
Cd disebabkan oleh penggembungan struktur tilakoid (Baryla
dkk., 2001, Najeeb dkk., 2011). Selain itu penurunan jumlah
kloroplas, penumpukan grana, penurunan kadar Starch Grain
(SG) dan akumulasi Postaglobuli (PG) juga terjadi pada
beberapa tanaman lain seperti Pircis divarticata (75 uM Cd,
14 HSP) (Ying dkk., 2010), Hordeum vulgare (5 uM, 15
HSP) (Wang dkk., 2011) dan Brassica (Elhiti dkk., 2012).
Namun demikian, Parmar dkk (2013) menyatakan bahwa hal
tersebut bersifat species-dependent dan bergantung pada
faktor usia tanaman. Remans dkk (2010) juga menjelaskan
bahwa abnormalitas struktur kloroplas ini dapat disebabkan
karena peroksidasi asam lemak dan lipid sebagai akibat
meningkatnya stres oksidatif.

Kadmium juga mampu mengakibatkan perubahan
pigmen klorofil, yakni Cd akan mensubstitusi ion Mg** pada
protoporphyrinogen (Gambar 4.9). Hal ini mengakibatkan
klorofil menjadi tidak fungsional (Cd-Chl) (Parmar dkk.,
2013). Molekul Cd-Chl yang terbentuk ini bersifat sangat
tidak stabil dan akan rusak (bleach) sesaat setelah terbentuk,
sehingga kadar Klorofil mengalami penurunan disbanding
pada kondisi normal (Kupper dkk., 2007, Gillet dkk., 2006).
Penurunan kadar klorofil juga dapat terjadi karena Cd
menghambat kerja enzim d—minolevunilic acid dehydratase
(ALAD) yang memiliki peranan penting dalam biosintesis
klorofil (Sarangthem dkk., 2011, Rout dan Sahoo, 2015).
Sehingga selain karena abnormalitas molekul klorofil itu
sendiri (Cd-Chl), biosintesis klorofil pun juga terhambat oleh
aktivitas Cd.
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Gambar 4.9. Substitusi Mg oleh Cd pada Klorofil
(Parmar dkk., 2013)

4.2.2 Pengaruh Cd terhadap Kadar Malondialdehyde
(MDA) Tumbuhan Jewawut aksesi Buru Merah

Malondialdehyde (MDA) merupakan hasil interaksi
antara ROS dengan asam lemak tak jenuh (polyunsaturated
fatty-acid/PUFA) yang menjadi penyusun membran sel.
Senyawa ini merupakan produk akhir yang stabil dari proses
peroksidasi lipid yang dapat dijadikan sebagai parameter
pengukuran tidak langsung dari kumulatif peroksidasi lipid
(Mao dkk, 2019). MDA dapat merefleksikan status kerusakan
membran sel yang mengalami peroksidasi lipid (Zhou dkk.,
2017). Kemampuannya berinteraksi dengan deoxyadenosine
dan deoxyguanine dalam DNA menyababkan MDA menjadi
salah satu senyawa mutagenik yang mampu mempengaruhi
kerusakan struktur asam nukleat (Marnett, 1999).



45

Logam berat umumnya menyebabkan peningkatan
peroksidasi lipid dalam sel. Peroksidasi lipid dapat
mengganggu fisiologi membran, menyebabkan gangguan
pada aliran cairan dan permeabilitas, mengubah transport ion
serta menghambat reaksi metabolisme (Grotto dkk., 2009).
Beberapa penelitian sebelumnya juga menyebutkan bahwa
logam berat Cd mampu meningkatkan kadar MDA di dalam
sel tanaman, seperti pada tanaman Jewawut kultivar Jingu-21
pada cekaman Cd 200 uM yang diberikan selama 48 jam
mengalami peningkatan sebesar 275% (Tian dkk., 2017) dan
peningkatan sebesar 300% pada tanaman kultivar Changnong
pada cekaman Cd 500 uM yang diberikan selama 100 hari
(Han dkk., 2018). Pada tanaman lainnya seperti Oryza sativa
(Abedi dan Neejad, 2018), Gossypium herbaceum (Khan dkk.,
2013), Hibiscus cannabicus (Li dkk., 2013), Lactuca sativa
(Monterio dkk., 2011), Festuca arundinacea (Li dkk., 2020)
dan Triticum aestivum (Yadav dan Singh., 2013) juga
mengalami peningkatan kadar MDA (Tabel 4.3).
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Tabel 4.3 Dinamika Produksi MDA pada Beberapa Tanaman Terpapar
Logam Berat Cd

Lama Dinamika
Organisme Cd Produksi | Referensi
Perlakuan MDA
o Tian
Setaria italica 200 . (
. 2 hari + 275% dkk.,
Kv. Jingu21 pM 2017)
. Han
Setaria italica 500 . (
10 hari + 300% dkk.,
Kv. Changnong UM 2018)
(Abedi
. 55 . dan
0
Oryza sativa UM 18 hari +89,8% Nejad,
2018)
Gossypium 500 (Khan
herbaceum M 1 hari + 65% dkk.,
Kv. ZMS49 H 2013)
Hibiscus .
canabicus SIE)/I 3minggu | +83% g(‘)'lgi)(k
Kv. Fuhongool | M
Hibiscus .
canabicus 1%\2 3 minggu + 120% ga'lgl)(k
Kv. ZM412 H
. (Monte-
k?/Ct;Z?nszgl\\//laai 5& Aminggu | +134,48% | iro dkk,
' H 2012)
Festuca .
arundinacea 3?71 7 hari + 166% (2I6|2((j);<k
Kv. Houndog 5 PP
Triticum 7 g:sdav
aestivum opm 2 hari + 34,38% Singh
Kv. HW?2004 2013)
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4.3 Respon Molekular

Salah satu bentuk adaptasi molekuler tanaman dalam
menanggapi cekaman lingkungan adalah regulasi ekspresi
gen-gen yang responsif terhadap jenis cekaman yang
diberikan tersebut (Kuang dkk., 2018). Analisis ekspresi gen
ini dapat dilakuan pada tingkatan transkriptomik (hasil
transkripsi) maupun proteomik (protein) (Haider dan Pal,
2013). Beberapa gen yang terlibat dalam mekanisme regulasi
tanaman terhadap cekaman logam berat Cd antara lain gen
yang mengkode beberapa protein yang terlibat dalam proses
metal uptake (NRAMP1 dan NRAMP6) dan metal homeostasis
(MTP1, MTP12, CAX2, HMA2, HMA3, HMA4, IRT1, IRT12
dan ZIP4) pada tanaman Jewawut.

Keakuratan analisis transkriptomik sangat
dipengaruhi oleh stabilitas gen referensi yang digunakan
(Schmidt dan Delaney, 2010). Gen referensi merupakan gen
yang menjadi kontrol dalam reaksi sebab akan selalu
diekspresikan oleh tubuh (Kumar dkk., 2013). Pemilihan gen
referensi yang tepat sangatlah penting dalam analisis ini,
sebab gen referensi inilah yang nantinya menentukan
interpretasi hasil (Sinha dkk., 2015). Terdapat beberapa gen
referensi yang umumnya digunakan pada tanaman jewawut di
bawah kondisi cekaman abiotik seperti ACTIN, a-tubulin, -
tubulin, 18s RNA, EF-/a, RNA POL II, APRT dan TLF
(Kumar dkk., 2013). Faktor lain yang berpengaruh dalam
reaksi qRT-PCR adalah konsentrasi dan kemurnian RNA.
Selain itu proses ekstraksi dan preservasi RNA juga berperan
penting, sebab RNA cenderung kurang stabil dan mudah
terdegradasi oleh nuklease (Kuang dkk., 2018). Konsentrasi
RNA yang digunakan dalam reaksi harus seragam sehingga
aktivitas enzim reverse transcriptase pada reaksi akan sama
rata dan tidak mempengaruhi perbendaan konsentrasi cDNA
yang didapatkan (Hugget dkk., 2005).
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Tabel 4.4 Famili Gen Responsif terhadap Cekaman Cd

Nama Lokasi .
Peranan Referensi
Gen Seluler
NRAMP
(Natural-
Resistance Membran Transporter (Ismael dkk.,
Assosiated plasma logam berat 2018)
Macrophage
Protein)
Transporter
MTP (CDF) logam
Membran berat, serta (Ram dkk.,
(Metal .
Tolerance plasma, member_l 2019 dan Yu
. tonoplas toleransi logam | dkk., 2017)
Protein)
berat pada
tanaman
Aparatus Transporter
HMA Golgi, (ATPas_e)_ dar_1 (Zhou dkk.,
(Heavy Metal Kloroplas, detok-sifikasi 2019, Yu dkk.,
ATPase) Membran Cd (transport 2017 dan Rao
plasma, transmembran | dkk., 2006)
tonoplas logam berat)
Transporter
ZIP LZ?Z? dgin”:e) (Singh dkk.,
. Membran 2016 dan
(Zinc/Iron ruang
plasma Ismael dkk.,
Permease) ekstraseluler 2018)
dan/atau dari
lumen organel
CAX (ktion/ 14
(Cation/H" Tonoplas antiport Cd (Ismael dkk.,
Antiporter . 2018)
Exchanger) menuju
vakuola
MRP Transporter
(Multidrug Membran (ABC) untuk (Wojas dkk.,
Resistance- plasma dan akumulasi dan | 2009 dan Rao
associated tonoplas detoksifikasi dkk., 2006)
Protein) Cd
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Detoksifikasi

logam berat

dengan
PCS mengkhelat ke _
(Phytochelatin | Sitoplasma Eg%;ﬁiﬁ?ﬁ g?)llng)h dkk.,
Synthetase)

vakuola,

membantu

sintesis

fitokhelatin
MT Protein yang
(Metallo- Sitoplasma mengikat ggg% dkk.,

T )

thionein) logam berat

Factor
MTF transkripsi
(Metal-related yang (Rao dkk.,
Transcription Nukleus mengontrol 2006)
Factors) ekspresi

metallothionein
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Beberapa gen yang responsif terhadap logam berat di
antaranya mengkode protein yang berperan sebagai faktor
transkripsi (TF), zat pengkhelat, protein pembentuk enzim
(fungsional) yang memiliki peran dalam biosintesis
antioksidan serta mengkode transporter bagi logam berat yang
spesifik (Rao dkk., 2006). Pada penelitian ini data dinamika
ekspresi gen responsif terhadap cekaman logam berat Cd pada
tanaman jewawut yang disajikan berupa gen yang berperan
dalam pembentukan protein transporter logam berat pada
membran dan material subselular lainnya. Kadmium diangkut
melintasi membran plasma dan tonoplas oleh beragam famili
transporter influks dan efluks serta kanal kation (cation
channel) dalam sel-sel akar. Beberapa macam famili
transporter yang mampu dilalui oleh Cd adalah Transporter
Zinc (ZIP), Transporter Fe (IRT), ATPase logam berat
(HMA), Penukar Kation/proton Vakuolar (CAX), dan Metal
Tolerance Protein (MTP) (Yu dkk., 2017).

Pada penelitian sebelumnya transporter logam Zn
(ZIP)—dilaporkan ~ memiliki peranan dalam mekanisme
absorbs Cd memasuki sel epidermis akar (Ismael dkk., 2018).
Tanaman Arabidopsis thaliana mutan-overekspresi gen ini
menunjukkan akumulasi Cd yang lebih tinggi dibandingkan
dengan tanaman wild-type (Carrio-Segui dkk., 2015). Ekspresi
gen ZIP pada tanaman Padi juga dilaporkan mengalami
peningkatan pada keadaan tercekam logam berat Cd
(Takahashi dkk., 2012). Transporter lainnya, IRT yang
dioverekspresi pada tanaman Arabidopsis juga meningkatkan
akumulasi Cd (Vert dkk., 2002). Selain itu, transporter
ATPase logam berat (HMA) telah di-identifikasi bertanggung
jawab dalam efluks Cd dari sel parenkim perisikel ke xilem
(Mills dkk., 2005). Penelitian pada tanaman Padi yang
memiliki transporter HMA mengakumulasi Cd lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok kontrol (Ishimaru dkk.,
2012). Penukar Kation/proton (CAX) merupakan transporter
Cd yang berada pada membran vakuola atau tonoplas yang
memiliki fungsi dalam sekuestrasi Cd pada vakuola dalam
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bentuk kompleks khelat-Cd (Ismael dkk., 2018), CAX bekerja
mengalirkan logam berat berlawanan arah dengan aliran dari
proton H* (Yang dan Chu, 2011). Overekspresi AtCAX pada
tanaman Arabidopsis terkonfirmasi meningkatkan ketahanan
tanaman terhadap cekaman logam berat (Koren’kov dkk.,
2007), dalam penelitian Yu dkk (2017) juga menyatakan
bahwa tanaman Arabidopsis kultivar Baiyewuyueman lebih
toleran terhadap Cd dibandingkan dengan kultivar
Kuishan’aijiaoheiye dikarenakan ekspresi CAX yang lebih
tinggi. Transporter MTP merupakan transporter jenis CDF
(Cation Difusion Facilitator), yang bekerja mengalirkan
kation logam berat sesuai dengan gradient konsentrasi,
umumnya terletak di membran plasma untuk mengatur efluks
Cd dari sel satu ke sel lainnya dan pada vakuola untuk
sekuestrasi Cd (Yang dan Chu, 2011). Gen pengkode
transporter NRAMP juga merupakan transporter dari logam
berat, yakni Fe (Ismael dkk., 2018). Penelitian Thomine
(2003) pada tanaman mutan Arabidopsis yang memiliki
overekspresi NRAMP menunjukkan hipersensitivitas terhadap
logam berat Cd. Hal tersebut menunjukkan bahwa NRAMP
berperan dalam sensitivitas tanaman terhadap cekaman logam
berat Cd pada lingkungan. Transporter NRAMP bekerja
dalam mengatur influks dan efluks Cd di dalam sel serta
mengatur sekuestrasinya di dalam vakuola (Ferro dkk., 2002).
Transporter ini tersebar di banyak bagian subselular seperti
membran plasma, tonoplas, membran mitokondria dan
plastida melalui penelitian Thomine (2003) yang mendeteksi
ekspresi transien dari fusi-protein NRAMP pada Arabidopsis
dengan GFP (Green Fluorescence Protein).

Penelitian yang dilakukan oleh Tian dkk (2017) pada
tanaman jewawut yang diberikan perlakuan cekaman logam
berat Cd sebesar 200 pM selama 48 jam menghasilkan data
dinamika ekspresi dari beberapa gen yang berperan sebagai
transporter logam berat. Transporter yang diteliti dinamika
ekspresi gennya di antaranya kelompok transporter logam
berat NRAMP (Natural Resistance-Associated Macrophage
Protein), kelomok transporter MTP (Metal Tolerance
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Protein), kelompok transporter penukar kation (CAX),
kelompok transporter ion Zn (ZIP) dan kelompok ATPase
logam berat (HMA).

Transporter golongan NRAMP memiliki selektivitas
yang tinggi terhadap ion divalent (Rao dkk., 2006).
Transporter ini berperan dalam homeostasis logam berat pada
beberapa kelas makhluk hidup, di antaranya menjaga
homeostasis logam berat di sel-sel makrofag animalia
sehingga memiliki nama sedemikian rupa. Transporter ini
dapat bekerja secara antiport maupun simport sesuai dengan
kebutuhan homeostasis sel, yang mana material yang
diangkutnya berupa ion logam berat dan ion H* (Nevo dan
Nelson, 2006). Gen NRAMP yang diteliti adalah SINRAMP1
(XM_004959079.3) dan SINRAMP6 (XM_004962946.2),
yang mana keduanya menunjukkan peningkatan ekspresi
(Tabel 4.5) pada perlakuan cekaman Cd 200 puM dalam
penelitian Tian dkk (2017). Kedua transporter ini memiliki
daerah lokalisasi yang berbeda, yakni pada membran plasma
serta tonoplas vakuola (Rao dkk., 2006). Hasil yang sama juga
ditunjukkan oleh penelitian Han dkk (2018) yang mana terjadi
peningkatan ekspresi gen SINRAMP1 dan SiNRAMP6 pada
taraf perlakuan Cd 250 uM, namun pada taraf cekaman Cd
500 puM ekspresi gen SINRAMP6 menunjukkan penurunan
yang signifikan dibandingkan dengan kontrol. Sedangkan
pada taraf 500 pM gen SINRAMP1 menunjukkan peningkatan
ekspresi yang lebih tinggi dibandingkan taraf Cd 250 pM.
Berdasarkan hasil penelitian Han dkk (2018) dan Tian dkk
(2017) pada gen SINRAMP1 dan SiNRAMPG6 dapat diketahui
bahwa gen SINRAMP1 yang mengatur transpor ion Cd
melintasi membran plasma akan meningkat ekspresinya
seiring dengan penambahan taraf konsentrasi Cd yang
diberikan pada lingkungan. Namun ekspresi dari gen
SiINRAMPG6 yang mengatur influks logam berat Cd ke dalam
vakuola menunjukkan peningkatan pada perlakuan pemberian
cekaman Cd, namun pada batas taraf tertentu ekspresinya
akan menurun secara signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa



53

konsentrasi Cd 500 puM pada lingkungan melebihi ambang
batas toleransi tanaman jewawut dalam melakukan sekuestrasi
Cd ke dalam vakuola. Hal ini sesuai dengan data kadar
phytochelatine (PC) yang merupakan zat pengkhelat logam
berat pada penelitian Han dkk (2018) yang menunjukkan
peningkatan kadar pada tanaman jewawut pada cekaman Cd
250 pM sedangkan pada cekaman Cd 500 pM terjadi
penurunan yang signifikan seperti data ekspresi genetik gen
SiINRAMPG6. Pada kondisi yang sama menjelaskan bahwa
aktivitas PC untuk mengikat dan mengakumulasi Cd di dalam
vakuola (Yang dan Chu, 2011) menurun pada konsentrasi Cd
yang terlalu tinggi.

Kelompok gen MTP yang digunakan dalam penelitian
ini adalah SIMTP1 (XM_00490324.4) dan SiMTP12
(XM_004984345.3), keduanya juga menunjukkan kenaikan
ekspresi (Tabel 4.5) pada perlakuan cekaman Cd sama seperti
transporter NRAMP. Transporter ini merupakan pompa efluks
logam berat divalen (Cd**, Co**, Cu**, Zn**, Ni** dan Hg’")
yang berada pada membran plasma dan tonoplas, fungsinya
mengeluarkan ion logam berat dari dalam sel (efluks) serta
sekuenstrasi pada vakuola. Proses transportnya adalah dengan
memindahkan ion divalen logam berat ke luar sel, sedang
proton (H" dan K%) akan masuk ke dalam sel, sehingga
memainkan peran sebagai antiporter untuk menjaga
keseimbangan konsentrasi sel dengan lingkungannya
(Guffanti dkk., 2002). Kenaikan ekspresinya menunjukkan
semakin banyak logam berat yang membutuhkan bantuan
transporter ini untuk dikeluarkan dari intrasel ataupun
disekuestrasikan di vakuola pada keadaan tercekam logam
berat.

Gen dari kelompok transporter penukar kation (CAX)
pada tanaman jewawut yang digunakan dalam penelitian Tian
dkk (2017) adalah SiCAX2 (XM_004984044.4), gen ini
menunjukkan kenaikan ekspresi pada keadaan tanaman
jewawut tercekam logam berat. Transporter ini bekerja
sebagai antiporter ion logam Cd dan H*. Fungsi utamanya
adalah pada proses sekuestrasi Cd pada vakuola dalam bentuk
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kompleks khelat-Cd (Ismael dkk., 2018) sama seperti
SiINRAMPG6 dan SIMTP12.

Kelompok gen transporter ion logam berat Zn
(ZRT/zinc regulated transporter) dan Fe (IRT/iron regulated
transporter) masuk ke dalam satu kelompok transporter yang
sama, yakni famili transporter ZIP (Zinc/lron-related Protein).
Penelitian yang dilakukan pada gen SiZIP4 (XM_004970801.
2) (Tian dkk., 2017), SilIRT1 (XM_004975817.2) dan SilRT2
(XM_004986275.3) menunjukkan peningkatan ekspresi pada
perlakuan cekaman logam berat Cd. Kedua transporter ini
terlokalisasi di bagian membran plasma untuk mengalirkan
ion logam Fe, Zn, Mn dan Cd ke dalam sitoplasma (Rao dkk.,
2006). Kedua transporter ini bekerja secara simport, yang
mana mekanisme influks logam berat diikuti dengan
masuknya HCO;™ untuk menyeimbangkan tekanan osmotik sel
dengan lingkungannya (Gonzales-Guererro dkk., 2016).

Pompa ATPase logam berat (HMA) merupakan
ATPase yang berfungsi mengalirkan kation logam berat
melintasi membran plasma dengan memanfaatkan energi
bebas yang diperoleh dari hidrolisis ATP (Zhiguo dkk., 2018).
Ekspresi gen SiHMA2 (XM_004966055.2), SIHMA3 (XM_
012843843.2) (Han dkk., 2018) serta SiHMA4 (XM_
004951511.4) (Tian dkk., 2017) mengalami peningkatan pada
perlakuan cekaman Cd dibandingkan dengan kontrol.
Transporter dari kelompok ATPase ini terlokalisasi di
berbagai membrane penyususn material subseluler seperti
membrane plasma, tonoplas, membrane Kklorofil serta
apparatus golgi (Rao dkk., 2006). Penelitian sebelumnya oleh
Miyadate dkk (2011) menunjukkan bahwa OsHMA3 yang
diekstrak dari tanaman padi memiliki lokalisasi yang tinggi
pada tonoplas dan berperan dalam proses sekuestrasi ogam
berat. Satoh-Nagasawa dkk (2012) menyebutkan bahwa
OsHMA2 memiliki peran dalam pengangkutan logam berat
Cd pada pembuluh xilem. Pada tanaman gandum, TaHMA2
berperan dalam translokasi logam Zn/Cd dari akar ke tajuk
(Tan dkk., 2013).
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Hampir semua gen-gen pengkode protein transporter
logam berat dalam penelitian Tian dkk (2017) dan Han dkk
(2018) menunjukkan peningkatan ekspresi pada tanaman
jewawut ketika tercekam Cd dibandingkan dengan kontrol.
Peningkatan ekspresi CAX2, NRAMP6 dan MTP1
menunjukkan bahwa Cd dari lingkungan tidak hanya mampu
masuk ke dalam sel dan menyebabkan toksisitas, namun juga
disekuestrasikan oleh tanaman di dalam vakuola. Peningkatan
ekspresi pada gen HMA2, HMA3 dan MTP12 yang memiliki
lokalisasi di berbagai bagian subseluler tidak menunjukkan
spesifikasi proses pengolahan Cd di dalam sel. Penelitian
menggunakan metode gRT-PCR hanya menunjukkan tingkat
peurunan atau peningkatan ekspresi gen, namun tidak
lokalisasi dari ekspresi gen tersebut (Kuang dkk., 2018) oleh
karena itu peningkatan gen yang spesifik terlokalisasi di salah
satu bagian subseluler saja seperti CAX2 menunjukkan
bagaimana tumbuhan melakukan homeostasis terhadap
cekaman logam berat Cd (Tian dkk., 2017).
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Tabel 4.5 Ekspresi Gen Responsif Cd (Transporter) pada Tanaman

Jewawut
Lokalisasi
Nama Nomor Aksesi Protein Ekspresi Referensi
Gen GeneBank Subselular P
(Transporter)
IRT1 XM_004975817.2 P (Han dkk.,
(Lampiran 10) T 2018)
IRT2 XM_004986275.3 P (Han dkk.,
(Lampiran 11) T 2018)
XM_004966055.2 (Han dkk.,
HMA2 (Lampiran 12) V.P.Ch, G T 2018)
XM _004951511.4 (Han dkk.,
HMA — V, P, Ch,
3 (Lampiran 13) ch. G T 2018)
NRAMP1 XM_004959079.3 P (Han dkk.,
(Lampiran 4) T 2018)
NRAMP1 XM _004959079.3 P (Tian dkk.,
(Lampiran 4) T 2017)
XM_004962946.2 (Tian dkk.,
NRAMPE (Lampiran 5) v T 2017)
XM _004962946.2 (Han dkk.,
NRAMP = \Y/
6 (Lampiran 5) »L 2018)
MTPL XM_00490324.4 v (Tian dkk.,
(Lampiran 6) T 2017)
MTPL2 XM_004984345.3 VP (Tian dkk.,
(Lampiran 7) ' T 2017)
XM_012843843.2 (Tian dkk.,
HMA4 (Lampiran 14) V.P.Ch,G T 2017)
XM _004970801.2 (Tian dkk.,
zlpa (Lampiran 9) P T 2017)
CAX? XM _004984044.4 v (Tian dkk.,
(Lampiran 8) T 2017)

* P (membran plasma), V (vakuola), Ch (kloroplas), G (apparatus golgi)




BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan dari penelitian ini adalah:

1. Cekaman logam berat Cd pada Tumbuhan Jewawut aks.
Buru Merah yang dikultur secara hidroponik mampu
menurunkan parameter tinggi tajuk, panjang akar,
jumlah daun, jumlah tunas, biomassa malai serta kadar
Klorofil secara signifikan pada taraf konsentrasi
terendah (0,5 uM).

2. Berdasarkan studi literatur pemberian cekaman logam
berat Cd pada tumbuhan mampu meningkatkan kadar
MDA pada tanaman, selain itu gen transporter logam
berat pada sel akar tumbuhan Jewawut (SINRAMPL,
SINRAMP6, SIiMTP1, SiMTP12, SiCAX2, SiZIP4,
SiIRT1, SilRT2, SiHMA2, SiHMA3 dan SiHMA4)
mengalami peningkatan ekspresi pada kondisi tercekam
Cd meski tanaman menunjukkan gejala defisiensi ion
logam esensial lainnya, namun ekspresi gen SINRAMP6
menurun pada taraf konsentrasi cekaman yang terlalu
tinggi (500 uM).

5.2 Saran
Saran yang dapat diberikan adalah:

1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai kadar MDA
(malondialdehyde) dan respon molekular berupa ekspresi
gen responsif terhadap logam berat Cd

2. Perlu dilakukan penelitian mengenai kandungan logam
berat Cd pada masing-masing bagian (organ) dari
tumbuhan Jewawut aks. Buru Merah agar diketahui
jumlah Cd yang dapat diserap oleh spesies ini

3. Perlu dilakukannya penelitian lanjutan tumbuhan Jewawut
aks. Buru Merah dengan paparan logam berat lain
sehingga informasi tentang ketahanan spesies ini lebih
mudah diketahui.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 Komposisi Nutrisi AB Mix (Frasetya dkk., 2019)

Nutrisi Komposisi

Ca(NO;),
Larutan A KNO4
Fe-EDTA

KH,PO,
MgSQ,.7H,0
MnSQ,.4H,0
CuS0Q,4.5H,0
ZnS0,4.7H,0
H;BO;
(NH4)sM07024
Na,O3Si

Larutan B
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Lampiran 2 Perlakuan Cekaman Cd

Foto

Keterangan

Biji tanaman
Jewawut aks. Buru
Merah

Morfologi tanaman
jewawut usia 2

minggu setelah
semai (sebelum
treatment)

Penanaman secara
hidroponik  sistem
sumbu (wick) pada
bak dengan
Vol.ume media 5 L
+ cekaman Cd.
Sumbu yang
digunakan adalah
kain flannel yang
dipasang pada
netpot sebagai
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media kapilarisasi
nutrisi ABmix

Morfologi tanaman
Jewawut aks. Buru
Merah  perlakuan
Cd selama 28 hari,
usia 42 HST (a:
kontrol, b: 0,5 uM,
c:1,0puMdand: 1,5
HM)
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Lampiran 3 Hasil Uji ANOVA one way pada Parameter
Morfofisiologi

a. Tinggi Tajuk Tanaman

ANOVA
Shoot Length
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Beween | 503749 | 3 2134.583 | 2039.005 | 0,000
Groups
Within | o0 o000 | 3 1,047
Groups
Total 6437.249 | 35
b. Panjang Akar Tanaman
ANOVA
Root Length
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between | 75, 659 | 3 251.553 | 164.713 | 0,000
Groups
Within 48.871 32 1.527
Groups
Total 803.530 | 35




86

c. Jumlah Daun Tanaman

ANOVA
Number of Leaves
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between 134.444 | 3 44.815 60,312 0,000
Groups
Within ) 53778 | 32 0,743
Groups
Total 158.222 | 35
d. Jumlah Tunas Tanaman
ANOVA
Number of Buds
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between 18.333 3 6.111 10,000 0,000
Groups
Within 19.556 32 0,611
Groups
Total 37.889 35
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e. Biomassa Malai Tanaman
ANOVA
Panicles Biomass
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between | ,q66 549 | 3 688.850 | 1823.872 | 0,000
Groups
Within | 15 586 | 32 0,378
Groups
Total 2078.635 | 35
f. Kadar Klorofil Total
ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
geween | 0213 | 3 0071 | 955.925 | 0,000
ps
Chloro- —inin
phylla | Groups | 0:002 32 0,000
Total 0,216 35
ooween | 0,023 | 3 0,008 | 215.661 | 0,000
roups
Chloro- Minin
phyllb | Groups | ©:001 32 0,000
Total 0,024 35
Between
Total Groups | 0374 3 0,125 | 4452.349 | 0,000
Chloro- | Within
ohyll Groups | 0001 32 0,000
Total 0,375 35
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Lampiran 4 Coding sequences Gen SINRAMP1
(XM_004959079.3)

>XM 004959079.3 PREDICTED: Setaria italica
metal transporter Nrampl (LOC101761696), mRNA
ATGGACGCCGCGCAGGCGCCTGCGGGAGTGGTGGTCGACGTCGAGGC
GCTCGCCGGACGGAGAGGGAGCGCCGCGACTAAGGAGCCAGCATGGA
AAAGGTTTTTGTGCCACGTTGGACCAGGATTCATGGTATGCTTGGCC
TACCTTGATCCCGGAAACTTGGAAACAGATTTGCAGGCTGGAGCCAA
TCACAAATATGAGCTCCTCTGGGTGATCCTGATTGGCCTCATCTTCG
CACTAATTATCCAGTCACTATCTGCTAATCTAGGAGTAGTCACAGGG
CGGCATCTTGCCGAGCTATGCAAGACGGAATATCCAAGATGGGTTAG
AATCTGCCTATGGCTGCTGGCAGAGTTAGCTGTGATTGCTGCAGATA
TCCCAGAAGTTATAGGGACAGCTTTTGCTTTCAACCTCTTGTTCCAC
ATCCCTGTATGGGTGGGGGTTCTCATCACCGGCTCAAGCACACTTCT
CCTCCTTGGACTGCAAAAATATGGGGTTAGGAAACTGGAGCTTTTAG
TTGCGCTATTGGTGTTCATCATGGCAGCATGCTTCTTCATAGAGATG
AGCATAGTGAAGCCTCCTTCAGAGGAGGTTATCCACGGACTATTTGT
ACCGAGTTTAAGTGGTTCTGGTGCTACTGGAGACACTGTAGCCCTTC
TTGGGGCTCTTGTGATGCCGCATAATCTATTCCTGCACTCTGCCCTG
GTACTGTCAAGGAACACGTCCTCATCAGTAAGAGGAATCAAGGATGC
TTGCAGGTTCTTTCTTTTTGAAAGTGGCATAGCTCTGTTCGTGGCAC
TTCTCATCAACATCTGTATCATCTCTGTCTCTGGAACCGTCTGCAAC
TCAAGGAACCTCTCACCGGATGACTCTGCAAAATGCAGTGACATCAC
CTTAGACTCATCATCCTTCCTCCTCAGGAATGTGCTAGGCAAGAACG
GTGCAGTTGTGTATGGTGTGGCACTCCTGGCTTGTGGAATAAGCTCA
ACCATCACTGGCACTTACGCCGGGCAATACATCATGCAGGGTTTICTT
GGACATCAAGATGAAACAGTGGCTGAGGAACTTGATGACTCGTAGTA
TTGCCATAGTACCAAGCTTAATCGTTGCCATCATCGGTGGGTCCAGC
GGTGCTGGTCATCTCATCATCATCGCATCGATGATACTGTCCGTTGA
GCTCCCATTTGCTCTCATCCCACTTCTTAAGTTCAGCAGTAGTAGCA
ACAAGATGGGTGAAAATAAGAACTCCATCTATATTATTGGGTTCTCG
TGGATCCTGGGATTTATTATTATTGGGATAAACATCTACTTCCTCAG
CTCAAAACTAGTTGGCTGGATCCTCCACAACAAACTTCCGATTTACA
CTAACGTGCTTATCGGCATCATCATGTTCCCTCTCATGCTGCTCTAC
ATTTCTGCCGTGATCTACCTGACGTTCAGGAAGGACACTGTCAAGTT
TGCGTCTCGCGGTGAGCTGCAGGCCATTGAAACTGACAAATCAAAGG
TTGCCAATGATAGCAGCAATGAGGAAAACAAGGAGGATCTTGTTTAG
TCCCAGTTTACAGGCATGCTTCGGTAAATGCTTGTATGTGACGTTTG
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CGAGGACCATACGGATTACGAAGAAACAGAAATGACTTGTACTTCAG
CAGCACGTTTAGAATAGAATCAAGTCATCAATCAAGTCTGGAGGTTG
ATTCAACGGTCCTAGAGAAGCTGATGACTAATATTCGAAGAAACTAT
GTTGCTGCTAATTGATATTCATACCGCACACTTGGAGAGAATGATAG
CAAGACAACTGGCATTGATACTTAGAAGCTCTAGGAATTGTTCAAAG
CCAATTAGTGAGAACGAGCATGAAGGAGTTAGATCTCTGAGTTGTTC
ATGATACAAATTTCTACCGAAGCATTAGTTTTTGAAACTCTTTAATC
TAGACTAGAATCACTTGTATGCCGTTTTAATTCTGACTTATTAATGA
TCAGAATATGCTATGCTTAGAACGATGCAGAAGCAAGA
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Lampiran 5 Coding Sequences SINRAMP6
(XM_004962946.2)

>XM 004962946.2:101-1741 PREDICTED: Setaria
italica metal transporter Nrampb

(LOC101764036), mRNA
ATGGCCGCCGCCCCCGCCGGCGCCGGGGACGGCGCCTCCGCGGCCAG
GGCCGTCAAGGAGGAGGAAGAGGCGCGCGCGLCTCCTCCCCGLCCCCG
CGCCGGCCGGCTACGGCGACGAGGAGGAGGAGGAGGACCTCGAGGAG
CGCGCGTACGAGGCGGCGGAGAAGGTCATCGTGTGCATCTCGGACGG
GCCGGACCTGGAGAGCAGCGGCTGCGACGACGCGGCCCTCTGCTCCT
CGTCCGGGGCGGCGCCGCCCTTCTCGTGGCGGAAGCTCTGGCTCTTC
ACGGGCCCCGGGTTCCTGATGAGCATCGCGTTCCTGGACCCGGGCAA
CCTCGAGGGGGACCTCCAGGCGGGCGCCGTCGCCGGGGACACGCTGC
TGTGGCTGCTCATGTGGGCCACCGCCATGGGCCTCCTCGTGCAGCTC
CTCGCCGCGCGCCTCGGGGTCGCCACGGGCCGGCACCTCGCCGAGCT
CTGCCGGGACGAGTACCCCGACTGGGCGCGCCGCGCGCTCTGGCTCA
TGGCCGAGGTCGCCATGGTGGGGGCCGACATCCAGGAGGTCATCGGA
AGCGCCATCGCCATCAAGATCCTCAGCAGAGGGTACCTGCCGCTCTG
GGCCGGCGTCGTCATCACCTCCTTGGATTGCTTTATTTTTCTTTCGC
TGGAAAACTATGGGGTGAGGAAACTAGAAGCTGTATTTGCATTTTTA
ATTGCAACTATGGCCATCGCCTTTGCATGGATGTTCACGGACACTAA
GCCCAACATGAAAGACTTGTTAGTTGGTATTTTGGTTCCAAAGTTGA
GCTCAAGGACAATAAGACAAGCAGTTGGGGTTGTTGGCTGTGTTATC
ATGCCCCACAATGTGTTTCTTCATTCAGCACTCGTGCAATCGAGGAA
AATAGATCAAAATAAGGAATATCAAGTCCGTGAAGCATTGAGATACT
ATTCAATAGAGTCAACTATAGCATTAGCTGTCTCCTTCATGATAAAT
CTCTTTGTCACAACAGTTTTTGCAAAAGGATTCTATGGCAGTAAGGA
AGCTGGTAATATTGGCCTTGAAAATGCTGGACAGTATCTACAAGAGA
AGTTTGGTGGAGGATTTTTTCCTATCCTCTACATTTGGGGGATTGGG
CTATTAGCAGCTGGGCAGAGTAGTACAATAACAGGAACTTATGCCGG
GCAGTTTATAATGGGCGGATTTCTTAATTTGAGGTTAAAAAAATGGG
TCAGGGCATTGATCACCAGAAGCTTTGCAATTGTGCCCACTATAGTT
GTTGCTTTGTTCTTCAACACATCTGATTCTGCACTGGATGTTTTAAA
TGAGTGGCTCAATGTGCTCCAATCAATTCAGATTCCTTTTGCACTCA
TTCCACTCATAACCTTGGTTTCGAAGGAGCAAGTTATGGGAATCTTC
AAAATAGGCCCTAATACCCAAGCTGTAACCTGGACTGTGGCCACACT
ACTGATCACTATCAACGGCTACCTCTTGATGGATTTCTTCTCTTCTG
AAATTCGAGGCCCATTATCCGGCGCACTCCTCTGCGTGGCAGTCCTC
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ATTTATGCTTCATTTGTACTGTACCTCATCCTTCGGGGCACGGAGCT
GTCGGAGAAGATTGCCAAAGGGATTCGCAACACTTTTTCATGA
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Lampiran 6 Coding Sequences Gen SiMTP1
(XM_00490324.4)

>XM 004960324.4:299-1555 PREDICTED: Setaria
italica metal tolerance protein 1
(LOC101786284), transcript variant X3, mRNA
ATGGAAAGCCATAATTCATCACATCATCAGATTGCTGAAGTGAAA
ATGGATATCTCACCATCAGCTTCTGGAGCAGCAGGGAACAAAATC
TGCAGAGGTGCTGCCTGTGATTTCTCTGATGCCAGTAACACCTCG
AAAGATGCCAAGGAGAGATTTGCATCCATGAGGAAGCTTATAATT
GCTGTGATCCTTTGTATCATATTCATGACAGTGGAAGTGGTTGGA
GGCATTAAAGCAAACAGTCTTGCAATCTTAACTGATGCAGCTCAT
CTTCTTTCTGATGTGGCAGCATTTGCCATATCGTTATTCTCTCTC
TGGGCTGCTGGATGGGAAGCAACACCACAGCAGTCTTACGGGTTC
TTCCGGATTGAGATTCTTGGTGCATTGGTCTCCATTCAGCTCATA
TGGCTGCTTGCTGGCATACTCGTATATGAAGCTATTGTAAGGCTC
ATTAATGAGAGCGACGAGGTGCAGGGCTCCCTCATGTTTGCTGTA
TCAGCTTTTGGATTGTTTGTCAACATCATAATGGCTGTACTGCTA
GGGCATGACCATGGACATGGCCATGGACACAGCCATGGTCATGGA
CATTCGCATGACCATGGCCATGGTGATTCAGATGACCATTCACAC
CATGAAGAACAAGAGCAGGGCCATGTGCATCGCCATGAGCACAGC
CATGGAAGTTCTATTACTGTCACCACCCATCACCACCACCACCCA
AGCACTGGACAACATCATGATGCTGAGGAACCATTGCTTAAGCAT
GAAGCTGGTTGTGAGGGTACCCAATCTGCTGCCAAAGCTGCTAAG
AAGCCTCGCCGCAATATCAATGTACACAGTGCTTATCTTCACGTG
ATTGGGGATTCCATCCAGAGCGTCGGGGTCATGATCGGTGGGGCT
CTCATCTGGTATAAGCCTGAGTGGAAGATCATTGATCTCATCTGC
ACCCTCATCTTCTCTGTGGTTGTACTGTTCACCACAATCAGGATG
CTGCGCAACATTCTTGAAGTACTGATGGAGAGCACTCCCCGTGAG
ATTGATGCCACCAGGCTCGAGAGGGGGCTCTGTGAGATGGATGGT
GTGGTTGCCGTCCACGAGCTTCACATCTGGGCCATCACAGTGGGG
AAGGTGCTTCTAGCATGCCATGTAACAATCGCAAGGGAAGCTGAT
GCTGATCAGATCCTTGACAAGGTGATTGGGTACATCAAGACGGAG
TACAACATCAGCCATGTCACCATTCAGATCGAGCGCGAGTAG
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Lampiran 7 Coding Sequences SiIMTP12 (XM_004984345.3)

>XM 004984345.3:83-1582 PREDICTED: Setaria
italica metal tolerance protein 12
(LOC101768530), mRNA
ATGGGCTTCCGCTTCGCCCGCCTCGCCGCCCGCGLCCGLGGLLTCC
CGCCGGGGCCCGCCCCCCGCCGCTTCCTCCGCCCACCTCGLGLCTC
GCCTCGACGGCGGCGGAGCCACGCTGCTGGCCCCACTGGCTCGTC
CCCGCCCGCGGCCACGTGGGCCACTCGCACCACCACGGCGGAGAG
GGCGGGGGCGAGGCCTCCGAGCGGATCTTCCGGCTGGGCCTCGLC
GCCGAGGTCGCCCTCACCGCGGGGAAGGCCGTCACGGGATACCTC
TCCGGCAGCACCGCCATCGTGGCCGACGCCGCCCACTCCCTCTCC
GACATCGTGCTTAGCGGGGTGGCTCTACTGTCGTACAGGGCGGCC
AAGGCTCCCAAGGACAAGGAGCATCCCTATGGACATGGAAAGTTC
GAGAGTTTAGGAGCTCTTGGGATTTCAAGTATGTTGTTGGTTACT
TCAGGTGGGATTGCCTGGCATGCTTTTGAAGTTCTTCAGGGTGTA
ATGTCCTCTTCTCCTGATATTATTGGCAACACGTTGCATGCCCAT
CACGACCATGGCAACGGTGGGCATCATCATGGAATAGATCTGGAA
CACCCAGTGCTTGCATTGAGCGTGACAACTTTGGCAATAGCTGTC
AAAGAAGGGCTCTATTGGATCGCAAAAAGAGCTGGGGACAAGGAA
GGGAGTGGGCTGATGAAAGCTAATGCATGGCACCATCGTGCAGAT
GCTATTTCATCTGTTGTTGCCCTAGTTGGGGTAGGTGGCTCTATT
CTTGGATTGCCTCTTCTTGATCCACTAGCTGGACTTATTGTCTCA
GGCATGATTCTTAAAGCTGGTATTCAGACTGGATATGAGAGTGTA
CTGGAATTAGTTGACGCTGCTGTTGATCCTTCACTCCTACAACCA
ATCAGGGAAACTATTTTGAAGGTTGATGGCGTGAAGGGATGCCAT
CGGTTGAGGGGAAGAAAAGCTGGGACCTCATTATATCTCGATGTG
CATATTGAGGTATATCCTTTCTTGAGTGTCAGTGCAGCACATGAT
ATCGGGGAAACTGTCCGCCATCTGATTCAAAAGGAGCACAATCAA
GTTGCTGAAGTTTTCATACACATAGATCCCTCATACTCGATGGGC
CCCAACATGAACCTGAACAGGACTCTAAACAACTTCAATCTAAGA
AATTCAGAAGCTATTCCACGGCAACAGAGTGCTGAAGCAATCGTG
TCTGATATTATTTCCTCACATTTTTCAGAGAAAATGTCGCTCGAA
CATCTAATGCTGCATTACGTGCAAGGGAGAGTGTTGCTCCAGGTC
CAAGTTTCGATGTCTCCAGAAATTTTGATTTGGGATGCAATGGAA
ATCGCAAAGCAAGCTGAAGAGGAGATAATGAGAGCTGATGCCAGC
ATAAGCCAAGTGAGTCTGCAGCTAAGATTGGGCCAACATATCAAG
CAACTTCAGCTTGCATCAAGCAAGAACATCGCTAGCGACCTACAT
GGTGGAGCACAGTAA



94

Lampiran 8 Coding Sequences SiCAX2 (XM _004984044.4)

>XM 004984044.4:278-1594 PREDICTED: Setaria
italica vacuolar cation/proton exchanger 2
(LOC101755273), mRNA
ATGATGGGGGCTGAGAAGCCGGCGCTGGGGTTCCCGGCGGGLGLG
GAGATGGACGAGCTGGAGCTGGCGTCGCCGGCGGGCTCGCCGGLG
CCGCCGCCCCGGAAGATGCACTCCCTGGACTTCGAGCACATCGGC
TCCCTCGCCGCGGTGGCCGAGTCGCTCTCGCGCGAGAGCAAGTGG
GGGAGGGCGCTCACCAGCGTGCGCGTCGTCATCTTCCAGGCCAAG
ATCAACGTGCTCCTCCCCTTCGGCCCGCTCGCCATCATGCTCCAC
TACCTCAGCGGGAAACACCAAGGATGGGTTTTCCTTTTCAGCTTA
ATTGGTATAACACCATTGGCCGAGAGATTGGGATATGCAACTGAG
CAACTTGCTTGCTACACTGGCCCAACAGTTGGGGGGCTCCTGAAT
GCTACATTTGGAAATGCAACGGAAATGATTATATCAATATATGCG
CTGAAAAATGGCATGATTCGTGTCGTCCAGCAGTCACTGCTAGGC
TCAATATTGTCAAATATGCTCCTTGTTCTTGGCTGTGCTTTCTTT
GCTGGTGGTCTTGTCCATTCTGACAGGGATCAGGTCTTCAATAAG
GCATCAGCCGTTGTAAACTCTGGACTACTATTGATGGCTGTCTTA
GGCCTAATGTTCCCAGCAGTGCTTCACTTCACACATTCAGAAGCT
CAGTACGGAAAATCTGAAGTAGCACTTTCAAGGTTTAGTAGCTGC
ATCATGCTTGTGGCCTATGCAAGCTATCTATTTTTTCAACTAAAG
AGCCACCGCAGTATGTACAGCCCAATTGGTGATGAAGAAGAAGCC
ATTGAGGATGAGGAGGATGAAAAGGAGATAACACAATGGGAGGCC
ATCTGCTGGCTTTTTATATTGACTATTTGGATTTCAGTACTCTCA
GGGTACCTGGTAGATGCCATTCAGGGCGCGTCTGATTCATTAAAC
TTGCCAGTAGCCTTTATTAGTGTTATTCTGCTTCCTATAGTGGGG
AACGCTGCTGAACATGCTAGTGCCATTATGTTTGCCATGAAAAAC
AAATTGGACATTACGTTAGGAGTTGCAATAGGGTCATCAACACAG
ATCTCCATGTTTGTGATTCCATTCTGTGTAGTAATTGGCTGGATA
ATGGGGCAAGAAATGGACTTGAATTTTCAACTATTTGAGACAGCA
ACTCTATTTATAACAGTACTGGTGGTGGCATTCATGCTACAGGAG
GGCACGTCAAATTATTTTAAAGGACTTATGCTCATCTTATGCTAC
CTCATAGTTGCTGCAAGCTTCTTCGTCCATGTTGATCCTGATGCA
AATGAGAATTAA
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Lampiran 9 Coding Sequences SiZIP4 (XM_004970801. 2)

>XM 004970801.2:200-3064 PREDICTED: Setaria
italica TPR repeat-containing protein ZIP4
(LOC101784478), mRNA
ATGAAGATCTCCGAGCTCTCCCCCGAGTACCGGCAGCCGLCLCGLLG
CACGCCGGCCTCCTCACCGACCTCAACAGGGTCGTCGCCGACGTC
GAGGCGTTCGACACCTCCGATCCCTCCTCCCCGGAGAAGCTCGCC
GCCGATCTCCGCCGCCTCCTCACCAAGCTCGCCTCCGCCGLCCTCG
TCTTCCCCCTCGGGCCTCGACGAGGCGTTCAGGCTCAAGGTGTGG
AACCTCGGCTTCCGCCTCTGGAACGCGTGCGTCGACCGCGCCAAC
CACAGCTTCCCCGCGAGGGTCGCGGAGGCGGAGATCCGGCAGGCG
GCGCCGGAGCTCCTCCTCGTCGCTGGCCTCCCCGAAGACATCCCC
AACGCCCGAGCGAAGGCGGCGTCCTTTTTCCACCGCACCGGGCTG
ATCTGGCTTGAACTCGGCCGCGCCGACCTCGCCTCCGCCTGCTTC
GAGAAGGCCACGCCGCTGGTCTCCGCCGCCGACACGGAAGGGGAT
CGGGCCGTCCTGCTGGACCTCAACCTCGCGCGGGLCGLCGLGLGGLG
TCCAGCGCGGGCGAGCAAGCTCTCGCCGTCGCGCTGCTGAGCCGG
TCCAAGCCCCTCGCGGCGGCGTCTCCCGAGGGCGTCAAGGCTCTC
GCCGAGGAGTACCTCCGCATCGGCAAGGTCGCTCTCGCCACGAAA
CCCCCGGATCCCGCCCTCGACGCGTCCAACCTCTTAACCGAGGCG
CTTGATCTCTGTGAGAAGGCCGCGGCCTCCCCCTCCCGCGCCACT
CCGCCGACCCCGGGATCCACTCCTGCGACTCCGAATCTCCAAGTG
ATCAAGGATCAATGCCTCCGCTTCCTCGCCGTCGAGCGTCTCGAA
GCCAACGACTACGAGGGCACCCTGCGCTGTATCAGGGTCTGGAGA
GCCTCGCTGGGGCTGGGGGAGGAGCATCCCAGCATTGGGTTCATG
GCACTGCGCGCGTGCCTCGGCAGCGGGAACTTGGCGGAGGCCGAG
ATGGAGCTCGAGACGCTCATGGCGAACGCCGAAGCGCCGGACTGT
GTGTGCGTGTCGGCGGCTGAGCTGTACCTTGCCAGCAGGGGGGCC
GATGCTGCGTTTAAGGTGCTCGTTGCGCTTGCCGCACGGTGCCGT
GCCGGTGCGGCAGCTGCTGCAGCAGTGAGGGTGTTGAAGAAGGTG
GTTGAGAATGCAGGGGGCGGAACTGGGCGTGCAAGAGCGATCTCT
GAGCTCGTGTCGGATGAGAGGGTGGTAAAGCTGTTCGATGGCCCT
GCTAACACCCACGAGCGTAGCACAATGCATGCACTGCTATGGACC
TGTGGCACTGAGCATTTCCACGCAAAGAACTATGAGATCAGTGCG
GATTTGATTGAGAGATCGATGCTTTATGTTTCCCGTGACGAGGAA
AGCAGATCCCGCCGCGCAAGCTGCTTCCGAGTACTTTGCCTTTGC
CATATGGCACTTCAGCATCTCGATCGTGCCCAGGAGTTTATCATT
GAGGCCGAAAAGGTTGAACCCAATATCCGCTGTGCTTTTCTGAAG
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TTTAAGATCCTTCTGCAGAAGAAGGAGGAAGGTGAGGCTATCAAG
CTGCTGAAAACCATGGTGGGCTATCTAGACTTCAACCCTGAGTTC
CTGACACTCTCAGTTCATGAAGCTATTGCCTGCAAGTCTGTCGGT
GTGGCTATTGCTGCATTGACCTTCCTTCTAGGCCGATACTCTGCT
GGAAAGCCAATGCCAATGCCAATGACAGAGGCTGCTGTCCGCCGG
AACCTTATAGCCCTCTTTCTCCGTGAGCCAGGCTCTGAGGCTGAG
ATCCTGAAGTACTCAAGACGTGCCAAGCTACGGATGGCTGAGCTT
GGAATGGAAGCTATTTTTGGGAAGGGAACTGTAGGGCTGCGTGAA
CGGAATTGGTTTGCAGTCAGTACATGGAATATGGCTGTAAAGATG
GCAAAGGAGAAGAAGCATGATTACTGTAGTGAGTTCTTTGAGCTT
GCAGCTGAATTTTTCAGCTCAGGTAATGGTGAAGATGATGCTAAC
CGTCTCTTGGCTTGCAAATCATTGATCATGAGTGTCAGTGCCATG
CTCCTTGCTGAGGAGCTAAACAAATCTCCATTATCAGACTCTGAC
CTTAAAAAGGGCGTTGAGATGCTCAGCAGAGCTGGCAAGCTATTA
CCCTTGACTTTGCCTTCAGCTCCAGTGACCTCTGATCAATTGGAG
GATAACAACTTGCTTTTTCTTCATACCTTCAACTTCTACCATCTT
CTCAACAGGATGGACACTAGTGCACACCCTCAGCAGCTCCAATTA
GTCAAGAATTTTGCAGCATCTAAAGCATGTACACCAGGTCATCTT
CTCAGACTTGAAGAAATAGCTTCTCAAGGTACCCAACCAAACCTA
CAGGTTGCTGAGTTTCTCCTGAAGGCCAGCATCACTACTGCCCTT
GCTTCTCACTCGCCAAACTATGGGATAATCAGCACTGCCCTCAGA
AGGCTAGTAGGCGTTGCTGGTCTCCAAGACTTCAGTGGTAGCATG
AGTGATGCAGTCTATGACGTATTTCGACAAGCTTACCAGATTGTG
GTTGGACTTAGAGATGGTGAATATCCATTTGAGGAAGGGAAGTGG
CTTGCAATGACTGCATGGAACAAGTCAAATTTAGCTTTGCGGCTT
GGGCAACGTTCAGTTGCTAGAAAATGGATGAAGATGGGAATAGAT
CTTGCTCGGCATTTTGAGAGCATGAAGCAGTACGTATCAGGAATG
GATGAATACTTTGAGCATTTTCAGAAAGTATCCGGTAAAGAACCT
GATGAATGTAGCCAGCAAGATGGGGCACCAAGTATTAGCTTGTCT
GGTAGCGTGTCTCAACCTGGATTAGTTTAG
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Lampiran 10 Coding Sequences SilRT1 (XM_004975817.2)

>XM 004975817.2:91-831 PREDICTED: Setaria
italica vacuolar iron transporter 1.1
(LOC101785992), mRNA
ATGGACGGCGACGGCGCCTCTCGGGGCCAGCCGATGCTGGAGAAG
CGGCCGAGCCACCGGGAGCGTCACTTCACGGCGGGGGAGGTGGTG
CGCGACGTCATCATGGGGGTGTCCGACGGCCTCACCGTGCCCTTC
GCCCTCGCCGCGGGGCTCTCCGGCGCCAGCGCACCCTCCTCGCTC
GTCCTCACCGCCGGCCTCGCCGAGGTCGCCGCCGGCGCCATCTCC
ATGGGACTCGGAGGGTACCTTGCAGCCCAGAGCGAGGCAGATCAT
TACAAGCGGGAGATGAAGAGGGAGCAGGAGGAGATCATCACCGTC
CCGGACACTGAGGCTGCTGAGATTGGAGAGATCATGTCGCAGTAT
GGGCTCGAGCCACACGAGTATGGCCCTGTCATAGATGGGCTCAGG
AGGAATCCTCAAGCTTGGCTAGAGTTCATGATGAGGTTTGAGCTG
GGATTGGAGAAACCAGATCCGAAAAGGGCCCTGCAAAGTGCCTGT
ACAATCGCACTATCTTATGTGATCGGTGGATTGGTCCCTCTCCTG
CCCTACATGTTCATCTCCACAGCTCAAAATGCCATGCTCACATCT
GTCGGAGTCACACTGGTAGCGCTGCTTTTTTTTGGCTACATCAAG
GGTCGCTTTACTGGGAACCGCCCATTCACCAGCGCTGTCCAGACT
GCTATTATTGGAGCGCTTGCTTCAGCTGCAGCATATGGGATGGCA
AAGGCTGTTCAAGCTAGATAG
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Lampiran 11 Coding Sequences SilRT2 (XM_004986275.3)

>XM_OO4986275.3:15—1163 PREDICTED: Setaria
italica fe(2+) transport protein 2
(LOC101768396), mRNA
ATGTATTCCCAAACACCAAGAAGAGTGTTCGTCCTCACCCTCCTC
GTGCTCACATCCTTCTCACTGGCCGTCACCACCTTTGCACAAACC
GAGCCAGCTGACGAAGCGCCACCGGCGACGAGGACCCATGGCGETG
TGCGGCGGTCCGGACGTGGGCGGGAAATGCCACAGCGTCCCCAGG
GCGCTGCACCTGAAGCTGATCGCCATCCCGGCGATCCTCGTGGCC
AGCATGGCCGGCGTGTGCCTGCCGCTCGTCTCCCGCTCCGTCCCC
GCGCTCCGCCCCGACGGCAACCTCTTCGTCGTCGTCAAGGCCTTC
GCGTCGGGGGTCATCCTCGGCACGGGTTACATGCACGTCCTCCCG
GACTCCTTCAACGACCTCACCTCGCCCTGCCTGCCGLCCGAGGLCCL
TGGGCGGAGTTCCCGTTCACGGCGTTCGTCGCCATGCTCGCCGCC
GTGTTCACGCTCATGGTCGACTCGCTCATGCTCTCGTTCCACACC
CGGGGCAAGGGCAAGGCTAGCGCCGCGGTCGCGCACCATGGCCAT
GGCAGCCCTCCTCCGCAGGGACACTGCCACGTGCACGGGCATCTG
GACATGAGTAGTGAGTCGGCGAGCCCGGAGTCCGCCGTGGACGAG
GTCGAGGACGACGACGTGGAGGCCGGCCGAACGCGGCTGCTCAGG
AACCGTGTCATTGTTCAGGTCCTGGAGATGGGGATCGTGGTGCAC
TCTGTGGTGATCGGGCTGGGCATGGGCGCGTCGCAGAACGTGTGC
ACGATCCGGCCCCTCGTGGCGGCGCTCTGCTTCCACCAGCTGTTC
GAGGGGATGGGGCTCGGCGGCTGCATCCTGCAGGCTGAGTACGGC
GCCCGGATGAGGTCGGTGCTGGTCTTCTTCTTCTCCACGACGACG
CCGTTCGGGATCGCGCTGGGGCTCGCTCTCACCAGGGTGTACAGC
GACAGCAGCCCGACGGCGCTCATCGTGGTCGGGCTGCTCAACGCC
GCGTCGGCGGGGCTGCTCCACTACATGGCGCTCGTCGACCTCCTG
GCGGCGGACTTCATGGGGCCCAAGCTGCAGGGGAGCGTCAGGCTC
CAGCTCGTCTCCTTCTTCGCCGTCCTCCTCGGCGCCGGCGGCATG
TCCGTCATGGCCAAGTGGGCGTGA
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Lampiran 12 Coding Sequences SiIHMA2 (XM_004966055.2)

>XM 004966055.2:376-3663 PREDICTED: Setaria
italica cadmium/zinc-transporting ATPase HMA2
(LOC101761756), mRNA

ATGGGGGACGCGGCGCCGCCGCCGGCGEGGCGGCAAGGCCCAGAAG
AGCTACTTCGACGTGCTGGGGATCTGCTGCCCCTCCGAGGTGCCG
CTCGTCGAGAGGCTCCTCGAACCGCTGCCGGGCGTCCGCAAGGTC
ACCGTCATCGTCCCCTCCCGCACCGTAATCGTCCTCCACGACGCC
GACGCCACCTCCCCGGCGCACATAGTCAAGGTGCTGAACCAGGCG
AAGCTTGACGCGTCTGTTCGAGCTTACGGCAGTGGCACAGAGAAG
ATAACGAACAAATGGCCGAGCCCGTACGTTCTCTTGTGTGGAGTT
TGTCTGCTCGTATCACTCTTCGAGCACTTCTGGCGTCCCCTGAAA
TGGTTTGCACTGGGGGCGGTGGCTGCCGGCATCCTACCGATCCTT
ATGAGAAGCTTTGCAGCTGCCCGGAGGCTCACCCTTGATGTCAAC
ATACTCATGTTGATTGCAGTTTCTGGGGCAATAGCTCTGAAGGAC
TACTCTGAAGCTGGGTTCATTGTTTTCCTATTCACTACAGCTGAA
TGGCTTGAGACCAGGGCGAGCCACAAGGCGACTGCTGGGATGTCA
TCGCTAATGAGCATGGCACCACAAAAGGCTGTTCTAGCAGAGACT
GGGCAAGTGGTTGCGGCTCAGGATGTCAAGGTCAATACAATAATA
GCTGTCAAAGCTGGGGAAATCATCCCAATTGACGGTATTGTTGTC
GATGGACGGAGTGAGGTTGATGAGAGTACCCTCACCGGGGAGTCC
TTCCCGGTGGCAAAGCAGCCAGAGTCCCAGGTCTGGGCTGGCACA
CTCAACATAGATGGTTATATTGCTGTGAGGACAACTGCTATGGCT
GACAACTCTGCAGTGGCTAAAATGGCAAGGCTAGTTGAAGAAGCA
CAAAACAGTCGATCCAATACACAGAGGCTGATTGATACATGTGCC
AAGTACTATACACCCGCTGTTGTTGTCATGGCTGCGGCAGTGGCA
GTGATCCCTGTGGTGATCAGAGCACACAACCTCAAACATATGTTT
CAATTGGCCCTTGTCCTTCTAGTGAGTGCTTGCCCATGTGCTCTA
GTGCTGTCGACGCCGATTGCCACCTTCTGTGCTCTACTGACGGCT
GCAAGGACAGGGCTCCTGATCAAAGGAGGGGATGTCCTTGAATCC
TTAGCGAAGATCAAAATTGCTGCTTTTGATAAGACTGGTACAATT
ACTAGAGGAGAATTCTGTGTCGAGGAATTCAAGGTAGTTGGTGGA
CGTGTCTCCATTCAACAACTTCTTTACTGGGTTTCAAGCATTGAA
AGCAGATCAAGCCACCCAATGGCATCTGTGCTTGTTGACTATGCT
CAATCAAAATCAGTGGAACCAAAATCTGATACTGTTACTGAGTTC
CAAATCTATCCTGGAGAGGGAATTTATGGTGAAATTGATGGGGAA
GGAGTTTATATTGGGAACAAAAGAATTTTGTCTAGGGCCTCATGT
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GAAACAGTTCCGGACATCGAAGACATGAAAGGAGTCACTGTTGGA
TATGTTGCCTGCAAAAGGGAATTGATCGGAGTATTTACTCTGTCG
GATTCCTGCCGAACTGGATCAGCTGAAGCCATCAAGGAGCTGAGA
TCACTTGGTATCAAGTCAGTGATGCTTACTGGGGATAGTGCTGCA
GCGGCTGCATATGCGCAAGAACAGCTTGGCAACATCCTAGATGAG
GTTCGTTCTGAACTTCTTCCGGAGGATAAAGTGAGAATTGTTGAT
GAGCTCAAGGCAAAACATGGCCCTACGCTGATGATTGGAGACGGC
ATGAATGATGCCCCGGCATTGGCTAAGGCTGATGTTGGAGTCTCC
ATGGGTGTATCTGGTTCAGCTGTTGCAATGGAGACGAGTCACATC
ACGCTGATGTCGAATGACATCCGCAGGATTCCAAAGGCTGTCCAG
CTGGCACGAAGGACGCACCGGACTATCATTGTGAACATCATCTTC
TCAGTGATTACTAAGCTTGCAATTGTTGGACTTGCAATCGGTGGA
CATCCGCTTATTTGGGCAGCCGTCCTGGCAGATGTCGGCACATGC
TTGCTGGTGATCATGTACAGCATGTTGTTACTGAGATCCAAGAGT
GATCGGAAGGCGAAGAAATGTTGTGCCTCTTCACAGCATGGATCA
CATGCCAAGAAACATTGTGTTTCCGGCCACTGCTCAGATGGTCCG
TGCAAGTCAACAGGCAGTTGCAAAGAATCGTCTTCTGGTAAGCAT
GGCTGCCATGATCATGGTCATAGCCACAGCCACTGCATAGAGCCG
AGCAACCAGCAGCCTACGGAAAAGCATGCTTGCCATGATCACGAC
CACAGCCACAGCCACTGCAAAGAGCCCAGCAACCAGGTGGTTACA
GAAAAGCATGCTTGCCATGACCACGGGTATACTCATAACCACCGC
AAGGAGCCAGGCAACCAGGTGCTTACTGAGAACCATGGTTGCCAT
GATCATGGTCATACCCATGACCACTGCAAGGAGCTGAGCAGCTCG
CACATCATCAACAAGCATGATTGCCATGACAATGAGCATAGCCAC
TGCAAAGAAGCCCATGCTTCGCAACATTCTGACAGCAACAGCACA
TGCCATGAGCATGAGCATAGCCACTGTGAAGAACACAACCATTCA
CATTCTGCAGGTGAGCATGAGCATAGCCACTGTGAAGAGCACAAG
CATTCACATTCTACAGTTGAGCATGCTTGCCACGACCATGATCAT
GAGCACGAGCATCATTGCCATGCTGAGCAGCCACTTGTGCACATC
GCGGATACACACCACTACCATGACCACGAGCATGGACATGACCAT
GGGGAGATTGAGGAATCAGAAACGGACTGCCATGCCGAGGTACAG
CACCACCACAGCCATTGCTGCCATGAGCCTCATGTGCAGGAGAAG
AAGATTGCTGCTGAGCCAGTTCAAGAAGTCTCCATCTCTATCAGT
TCACTACCTGATGAGAATCACGAGCAGCATAACCAGTGCAGCCAC
CGCAGTGATGAGCACAAGGTGGCAGATTGCACGAACCATCTGAAG
GCGAAAGACTGCGTTCCACCTCCAGCTGACCTCGTGAGCAGAAAC
TGTTGCAGCGTGACCAGCAGCAACAAGGGGTGCGGAAGCAAAGGG
AAAGACATCTGCTCGAGCTGGCAGGCCGTGTGCGCCAGGGAGACC
AGCCGGTGCTGCAGGAGCTACGTGAAGTGCCCCAGGACGAGCAGC
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TGCTGCAGCCACCCCATGCTGAAACTGCCCGAGATCGTGGTAGAG
TAG



102

Lampiran 13 Coding Sequences SiIHMA3 (XM _012843843.2)

>XM_012843843.2:217—2844 PREDICTED: Setaria

italica cadmium/zinc-transporting ATPase HMA3
(LOC101778475), transcript variant X3, mRNA

ATGATGGGTGGTGCTGAGAGGCCAGCGAAGGCGCCAGGAGCLCGLC
GAGCTCGAGGAGAGGCTGCTGCGGCCGCCGGCGGCGGCGAGGAGC
CGAGATCTTGACGGCGGCGGCAGGAGGAAGAGGGGGAAGTGGGAG
AAGACGTACCTGGACGTGCTGGGCGTCTGCTGCTCCGCGGAGGTA
GCGCTCGTCGAGCGGCTGCTGGCGCCGATCGACGGCATCCGGGGG
GTCACCGTCGTCGTCCCCTCCCGCACCGTCATCGTCGAGCACGAC
CCCGCCGCCGTCTCCCTACCGATGAAGGCTCTGAACAGGGCGGGC
CAGGAGGCGTCTGAGCGCGCGTACGGCAGCAGCGGCGGGGETCGTC
GGCAGGTGGCCCAGCCCGTACATCCTCGCCAGCGGCGGCCTCCTC
CTCGCCTCCTCCCTCGCGCCGCTCCTCCCGCCGCTGCGCTGGCTG
GCGCTGGCGGCGGCCTGCGCCGGCGCGCCACCGGTGCTGCTCAGG
GCGCTCGCCTCGGCGACAAGGCTTGCCCTGGACATCAACGTGCTC
ATGCTCGCCGCGGCGGCCGGCGCCGCCGCGCTCGGGGACTTCGCG
GAGGCAGGCGCCATCGTGTTCCTCTTCACCACCGCCGAGTGGCTC
GAGACGCTGGCGTGCACCAAGGCCACCGCCGGGATGTCGTCGCTC
ATGAGCATGATCCCGCCCAGGGTCGTCCTCGCCGACACCGGGGAG
GTCGTCAGCCTGCGCGACGTCAAGGTCGGCGCCGTCGTCGCGGTC
AGGGCGGGGGAAGTGGTGCCGATCGACGGCGTGGTCGTTGACGGG
CAGAGCGAGGTCGACGAGAGTAGCCTCACCGGCGAGTCCTTCCCC
GTGCCAAAGCAGCCGCCGTCGGAGGTCTGGGCCGGCACCATGAAC
CTGGATGGTTACATTGCCGTGAGGACAACAGCTCTGGCCGAGAAC
TCGACGGTGGCAAAGATGGAGAGGCTGGTGGAGGCGGCGCAGAAC
AGCCGGTCCAAGACGCAGCGGCTCATCGATTCTTGCTCAAAGTAC
TACACGCCGGCCGTGGTTGCTCTTGCAGCAAGTGTGGTTCTTGTC
CCCCTGCTGCTGCGAGCACAGGACATGCGAAGATGGTTTCGGCTG
GCCTTAGTCCTGCTGGTGAGCGCGTGCCCGTGCGCGTTGGTCCTG
TCGACGCCGGTCGCTACGTTCTGCGCGCTCCTGAGGGCGGCGAGG
ATGGGGGTTCTCATCAAGGGAGGGGACATTCTTGAGACACTAGGT
GGGATCAGGGTTGCGGCATTCGACAAGACGGGAACTATCACAAAA
GGGGAGTTCAGCATTGATGGATTCCATGTGGTTGGGGACAAAGTT
GAATTGAGCCAGCTTCTTTACTGGGTGTCTAGCATTGAGAGCAAA
TCAAGCCATCCAATGGCAACTGCACTTGTGGAGTACGCTCAGTCC
AAATCCATCCAGCCGAAGCCGGAAAACGCGACTGAATTTCGCATC
TACCCCGGGGAAGGCATCTATGGGGAGATCAGTGGAAGACATGTC
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TACATTGGAAACAGAAGGATCATGGCAAGGTCCTCATGCTACACA
GTACCAGAAATGGATGATCGAAAAGGCGCGTCGATCGGCTATGTG
ATCTGCGACGGGGATCTAGTGGGGGCGTTCTCGCTCTCCGACGAC
TGCCGGACCGGCGCGGCGGAGGCGATCCGCGAGCTGAGATCAATG
GGGATCAAGTCGGTGATGCTGACAGGGGACAGCAGGTCGGCGGCC
ATGCGCGCGCAGGAGCAGCTAAGGGGCGCCATGGATGAGCTCCAC
CCGGAGCTCCTCCCGGCGGACAAGGTCCGACTCGTCGGCGAGCTC
AAGGCGCGGGACGGGCCGACGATGATGGTCGGAGACGGCATGAAC
GACGCCCCCGCGCTGGCCATGGCGGACGTCGGCGTGTCCATGGGT
CTGTCGGGCTCGGCAGCCGCCATGGAGACCAGCCACGCCACGCTC
ATGTCCAGCGACATCCTCAGGGTGCCCGCCGCCGTCGGGCTCGGG
CGGCGCGCACGCCGGACCATCGCCGTAAACGTGGTTGTCTCCGTC
GCCGCGAAGGCCGCCGTCGTCGCGCTCGCCGTCGCGTGGCGALCCC
GTGCTGTGGGCGGCCGTGCTCGCCGACGTCGGGACGTGCCTGGTC
GTCGTGCTCCACAGCATGACGCTGCTGAGGGAACCTGGGACACGG
AGGGGAGGGAAGGACGAGGTGTGCCGCGCCACGGCGAGGTCGCTG
GCCATGAGGTCGTCCCAGCTCGCCGCAGCATCGAACGGCGCGACG
GCGAGTGTTCAGGGACCAGATGTTGGAGGAACTAGAAGCTGCCGT
TGCTGTCAGAAGCCAGGAAAGTCGTCTGAGCAGGAGCACTCGGTT
GTGATCGACATACCGGCGGCATCATCATCATCTGCCGAGCATCGA
GAAATCCAGATTCCTCGCGCCACGGCGAAAGGCAGCGGCGGTGGA
TGTTGCGGCGCCGGCAAAGCTTGTGGTGCTTCCACGGTGACTTCT
GCAGCTGACGTTCCGAGAAAATGTTGTGCCCGTAAAGAAGACAGC
CGTGTGAGTGTTAAGACAGCCTGCTGCAACAATGGAGGTGGTGCG
CGGGGTTCTCCTAGGTAG
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Lampiran 14 Coding Sequences SiHMA4 (XM _004951511.4)

>XM 004951511.4:386-3310 PREDICTED: Setaria
italica copper-transporting ATPase HMA4
(LOC101778281), transcript variant X2, mRNA
ATGGAGCAGAATGGAGGGAGCCACCTCAAGGAGCCGCTACTCCCG
GCGTCTTCTGGAGCTTCTCCTGCCGGTGCATCTCCAAGGAAGGAG
AGGAAGACAGGGAAGATCATGTTCAGTGTCCGCGGCATCTCCTGC
GCTTCCTGTGCCGTGTCGATAGAGACTGTTGTGGCGGGCTTGAAA
GGGGTGGAGAGCATCCAGGTCTCCCCTCTTCAGGGCCAGGCTGTG
GTTCAGTACAGGCCGGAGGAAACAGATGCAAGAACCATAAAGGAG
GCTATTGAGGAGCTCAACTTTGAGGTAGATGAACTTCATGAACAA
GAAATTGCTGTTTGCAGGCTTCGGATAAAAGGAATGGCTTGTACA
AGCTGTTCTGAATCTGTTGAACGAGCACTTCAAATGGTACCTGGA
GTTAAAAAGGCTGCAGTGGGTCTTGCTCTAGAGGAAGCTAAAGTC
CACTATGATCCAAATGTCACTAGTCGTGATCTTATAATTGAGGCT
GTTGAAGATGCTGGATTTGGGGCTGATCTCATTAGTTCTGGTGAC
GATGTGAACAAGGTGCATCTAAAGCTTGAGGGTTTGAGTTCTCCA
GAAGACACCAAACTCATTCAAACAGCACTGGAAACTGCAGAAGGG
GCGAACCATGTTGAATGGGACACAGTACAGCAGACGATAAAAGTC
GCATATGACCCTGATATCACTGGTCCAAGGTTACTTATTCAGTGC
ATTCAGAATGCTGCACAGCCCCCTAAATGCTTTAATGCTACCTTG
CACTCACCACCGAAGCAAAGAGAAGCAGAGCGCAATCACGAAATT
AGGAATTACAGGAACCAATTTCTCTGGAGCTGCCTGTTTTCGGTT
CCTGTGTTCCTGTTCTCCATGGTTCTTCCTATGATTTCTCCTTAT
GGGGATTGGTTGTCTTATAGGATCTGCAACAACATGACGATAGGC
ATGCTACTACGGTGGTTGCTATGTTCCCCAGTTCAGTTTATTGTT
GGTTGGAGATTTTACATTGGAGCCTATCATGCACTGAAACGAGGA
TACTCAAACATGGATGTGCTGGTTGCTTTGGGAACCAATGCTGCC
TACTTCTATTCTGTGTATATTGTTCTGAAAGCACTAACATCAGCC
TCATTTGAAGGACAGGACTTTTTTGAAACAAGTGCTATGTTGGTA
TCTTTTATATTGCTGGGAAAATATCTGGAGGTGGTGGCAAAAGGA
AAGACATCAGATGCATTGTCAAAATTGACAGAGCTTGCACCAGAA
ACAGCTTGTCTTCTTTCTTTTGACAAGGACGGAAATGTCATTTCA
GAAACAGAGATCAGCACTCAGCTACTTCAAAGAAATGATGTCATC
AAGATTGTGCCTGGCACAAAAGTCCCTGTTGATGGTGTTGTCATC
AAAGGTCAAAGCCATGTCAATGAAAGTATGATAACTGGGGAAGCA
AGGCCTATTGCAAAGAAACCTGGAGACAGGGTTATTGGTGGTACT
GTAAACGATAACGGTTGCATAATTGTTAAGGCCACCCATGTCGGG
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TCAGAAACAGCTTTGTCGCAAATAGTGCAGTTGGTTGAAGCTGCT
CAACTTGCAAGAGCTCCAGTGCAGAAGTTAGCAGACAAGATTTCA
CGGTTTTTTGTTCCAACTGTGGTGGTGGTTGCATTTCTTACATGG
CTCGGCTGGTTCATACCTGGACAATTTCACCTCTACCCTGCACAA
TGGATTCCAAAGGGCATGGATAGTTTTGAGCTTGCTCTGCAGTTT
GGAATTTCTGTCCTAGTTGTTGCATGCCCATGCGCTTTGGGACTC
GCTACACCAACTGCTGTTATGGTTGCCACTGGGAAAGGTGCTTCT
CAAGGTGTTCTCATTAAGGGTGGAAATGCACTAGAGAAAGCTCAT
AAGATTAAAGCTATCATATTTGACAAAACTGGAACACTGACTGTT
GGCAAACCTTCTGTCGTTCAAACTAAGATCTTCTCGAAGATACCG
CTTCTAGAACTATGTGATTTGGCTGCTGGTGCTGAGGCAAACAGT
GAGCATCCTTTATCAAAAGCTATTGTTGAGCACACAAAGAAGCTC
AGGGAACAATATGGATCTCACAGTGATCACATGATGGAATCAAGG
GACTTTGAGGTGCATCCAGGTGCAGGGGTCAGTGCCAATGTCGAA
GGCAAGCTGGTTTTGGTTGGCAACAAAAGGCTCATGCAAGAATTT
GAAATTCCACTGAGCCCTGAGGTGGAGGCATACATGTCTGAAACG
GAAGAGCTTGCTAGGACCTGTGTTCTTGTTGCTATCGACAAGATT
ATTTGCGGGGCTCTTGCCGTGTCAGATCCTCTGAAACCTGAGGCA
GGCCATGTCATTTCGTACCTTAATTCTATGGGCATATCCAGTATC
ATGGTGACAGGTGATAATTGGGCTACAGCTAAATCCATAGCAAAG
GAAGTCGGGATCAGCCAGGTGTTTGCTGAGATCGATCCAGTTGGA
AAAGCAGAAAAGATCAAGGACTTGCAGATGCAAGGGTTGACGGTG
GCAATGGTTGGTGACGGGATAAACGACTCGCCAGCCCTGGCGGCA
GCAGATGTGGGCATGGCGATCGGCGCTGGCACGGATGTGGCCATC
GAGGCTGCCGACATCGTCCTCATGAAGAGCAGCCTCGAGGACGTG
ATTACCGCCATCGATCTCTCGCGCAAGACCCTCTCCAGGATCCGG
CTGAACTACGTCTGGGCCCTGGGCTACAACGTCCTGGGCATGCCC
GTCGCGGCCGGCGTCCTGTTCCCGTTCACGGGCATCCGGCTTCCC
CCCTGGCTCGCTGGTGCCTGCATGGCCGCATCGTCGGTGAGCGTC
GTCTGCTCCTCGCTGCTCCTCCAGCTCTACAAGAAGCCCCTGCAC
GTGGAAGACGCGCCCAGGCCCACGGACGGCTCGGATTTGGTCTGA
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