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ABSTRAK

Penyakit bercak daun merupakan salah satu penyakit yang menyerang tanaman
serai wangi (Cymbopogon nardus L.), disebabkan oleh infeksi jamur Curvularia
andropogonis (Zimm.). Infeksi jamur ini berpotensi menginduksi sistem
ketahanan tanaman, terutama produksi metabolit sekunder dan aktivitas enzim-
enzim ketahanan seperti enzim Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL). Pada
penelitian ini dilakukan analisis nilai aktivitas enzim PAL sebagai respon
ketahanan awal tanaman untuk mengetahui pengaruh cekaman abiotik pelukaan
dan cekaman biotik dari serangan jamur Curvularia andropogonis (Zimm.).
Aktivitas enzimatik PAL ditentukan menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada
panjang gelombang 280 nm. Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas
spesifik enzim PAL daun Cymbopogon nardus L. yang diinfeksi Curvularia
andropogonis (Zimm.) memiliki nilai tertinggi dengan rata-rata sebesar 0,121
U/mg, diikuti daun luka sebesar 0,040 U/mg, dan daun normal sebesar 0,022
U/mg. Hasil tersebut menunjukkan bahwa luka dan infeksi Curvularia
andropogonis (Zimm.) memiliki pengaruh yang signifikan terhadap nilai aktivitas
spesifik enzim PAL dalam mekanisme ketahanan tanaman Cymbopogon nardus
L. setelah cekaman abiotik pelukaan dan cekaman biotik dari serangan jamur
Curvularia andropogonis (Zimm.).

Kata Kunci : Serai wangi, Cymbopogon nardus L., Curvularia andropogonis
(Zimm.), Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL)
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ABSTRACT

Leaf spot disease is one of the diseases that attack citronella plants (Cymbopogon
nardus L.), caused by infection with the fungus Curvularia andropogonis
(Zimm.). This fungal infection has the potential to induce plant resistance
systems, especially the production of secondary metabolites and the activity of
resistance enzymes such as Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL) enzyme. In this
study, the value of PAL enzyme activity was analyzed as an early plant resistance
response to determine the effect of abiotic stress of wounding and biotic stress of
Curvularia andropogonis (Zimm.) fungal attack. PAL enzymatic activity was
determined using UV-Vis spectrophotometry at a wavelength of 280 nm. The
results showed that the PAL enzyme specific activity of Cymbopogon nardus L.
leaves infected with Curvularia andropogonis (Zimm.) had the highest value with
an average of 0,121 U/mg, followed by wounded leaves at 0,040 U/mg, and
normal leaves at 0,022 U/mg. These results indicate that wounding and
Curvularia andropogonis (Zimm.) infection have a significant influence on the
specific activity value of PAL enzymes in the resistance mechanism of
Cymbopogon nardus L. plants after abiotic stress of wounding and biotic stress of
Curvularia andropogonis (Zimm.) fungal attack.

Keywords : Citronella, Cymbopogon nardus L., Curvularia andropogonis
(Zimm.), Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL)
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia memiliki kekayaan sumber daya alam, salah satunya yaitu
keanekaragaman flora yang beberapa diantaranya dapat dimanfaatkan sebagai
obat tradisional oleh masyarakat secara turun-temurun seperti serai wangi
(Cymbopogon nardus L.) (Halim dan Fitri, 2020). Cymbopogon nardus L. sangat
prospektif untuk dikembangkan karena memiliki banyak manfaat dalam bidang
kehidupan, mulai dari industri kosmetik, sabun, parfum, farmasi, insektisida,
nematisida, fungisida, dan bakterisida (Gustiar dkk., 2020).

Cymbopogon nardus L. merupakan golongan Poaceae seperti padi, jagung,
tebu, gandum, dan lain-lain (Nursanti dkk., 2020). Cymbopogon nardus L.
memiliki batang berwarna merah keunguan yang lunak, bergerombol, dan
tumbuh tegak lurus di atas tanah dengan akar serabut dan daun bertepi tajam yang
semakin ke ujung semakin runcing, panjang daun sekitar 50-100 cm dan lebar
daun sekitar 2 cm, serta apabila daun diremas akan menghasilkan bau citrus
(Arifin, 2014; Mangelep, 2018; Nuraida dkk., 2022). Cymbopogon nardus L.
mengandung senyawa saponin, triterpenoid, alkaloid, tanin, terpenoid, dan
flavonoid di seluruh bagian tubuhnya (Solekha dkk., 2022). Cymbopogon nardus
L. menghasilkan minyak atsiri yang tersusun atas senyawa utama berupa
sitronelal, geraniol, dan sitronelol (Halim dan Fitri, 2020; Wijayanti, 2015).
Minyak atsiri Cymbopogon nardus L. termasuk salah satu komoditas agribisnis ke
berbagai negara yang dipandang memiliki prospek strategis dalam menghasilkan
produk bernilai ekonomi tinggi di industri, dikenal dengan nama citronella oil
(Aidah, 2020). Direktorat Jenderal Perkebunan (2020) menyebutkan bahwa
permintaan kebutuhan citronella oil di dunia mencapai 2.000-2.500 ton/tahun,
tetapi hanya 50-60% saja yang terpenuhi dikarenakan berbagai kendala dalam
perkembangan dan pertumbuhan Cymbopogon nardus L. yang berdampak pada
rendahnya produktivitas daun segar serta kualitas minyak yang dihasilkan (Nabila
dan Nurmalina, 2019).



Kendala dalam perkembangan dan pertumbuhan Cymbopogon nardus L.
terbagi menjadi dua, yaitu cekaman abiotik dan cekaman biotik. Cekaman abiotik
seperti kekeringan, kondisi angin, salinitas, UV, dan pelukaan (Rudin, 2020),
sedangkan cekaman biotik seperti serangan patogen yang menyebabkan penyakit
melalui  serangkaian  proses penimbulan penyakit atau patogenesis
(Soenartiningsih dkk., 2013).

Jenis patogen yang umumnya menyerang Cymbopogon nardus L. meliputi
Pestalotia sp., Fusarium sp., dan Curvularia sp. Ketiga patogen ini menyerang
daun Cymbopogon nardus L. serta dinilai terlibat dalam penurunan produktivitas
dan mutu citronella oil (Idris dan Nurmansyah, 2015). Dari ketiga patogen
tersebut, Curvularia sp. memiliki dampak paling serius dikarenakan jamur ini
memiliki kisaran inang yang luas dan bersifat terbawa benih (Suganda dan
Wulandari, 2018; Vandana dan Lakpale, 2020). Patogen terbawa benih pada
tanaman dapat mengakibatkan penurunan jumlah produksi tanaman, penurunan
daya perkecambahan, perubahan biokimia dan sifat fisik benih, serta kematian
bibit tanaman dalam skala yang luas (Naqvi et al., 2013). Salah satu spesies dari
genus Curvularia yang menyebabkan penyakit bercak daun pada Cymbopogon
nardus L. adalah Curvularia andropogonis (Zimm.) (Zhang et al., 2020).
Curvularia andropogonis (Zimm.) sebelumnya telah dilaporkan sebagai kendala
utama dalam produksi Cymbopogon winterianus yang mempengaruhi kualitas
minyak dan kuantitas daun sehingga menyebabkan penipisan komponen minyak
utama (Pandey et al., 2018). Curvularia andropogonis (Zimm.) juga disebutkan
sebagai penyakit penting pada daun Cymbopogon flexuosus yang menyebabkan
kerusakan parah dan berdampak pada hilangnya minyak dan kandungan citral
(Vandana et al., 2020).

Curvularia andropogonis (Zimm.) adalah jamur yang memiliki karakteristik
makroskopis berupa koloni berbentuk bulat dan berwarna coklat abu-abu hingga
abu-abu tua dengan pertumbuhan rata dan tebal, tetapi tepinya tidak rata dan
berwarna putih keabu-abuan. Permukaannya menyerupai kapas dengan miselium
yang teratur (Vandana et al., 2020), sedangkan karakteristik mikroskopisnya

berupa hifa bersekat yang ujungnya terdapat konidia coklat tunggal atau lebih dan



bersepta yang lebarnya mencapai 3-4 um, panjangnya bervariasi, tidak bercabang,
dan melengkung, serta bagian sel konidianya yang ketiga lebih besar daripada
bagian sel yang lainnya (Pandey et al., 2018). Jamur ini menyerang daun dan
memunculkan gejala awal berupa bercak kecil berwarna coklat kemerahan dan
berbentuk lingkaran sampai bulat telur yang kemudian menyatu dan membesar
menjadi bercak-bercak panjang di sepanjang ujung serta tepi daun menyebabkan
seluruh daun menjadi kering dan mati (Vandana et al., 2020). Jamur ini juga
mengakibatkan penurunan yang cukup besar pada kualitas minyak dan kuantitas
daun (Mondal et al., 2018).

Secara umum, jamur menginfeksi tanaman dengan tiga cara, yaitu penetrasi
secara langsung, masuk melalui bagian organ alami yang terbuka (stomata,
lentisel, dan hidatoda), serta luka (Agrios, 2005). Infeksi jamur pada setiap
tanaman akan menghasilkan respon ketahanan tanaman yang berbeda. Respon
tersebut tidak hanya ditentukan melalui morfologi tanaman melainkan dapat
ditentukan melalui ketahanan biokimia, seperti melalui senyawa fenol yang
dikeluarkan tanaman sebagai indikator peningkatan ketahanan tanaman (Vagiri et
al., 2017).

Tanaman yang berada dalam cekaman, baik biotik maupun abiotik akan
mengalami peningkatan produksi metabolit sekunder sebagai respon awal
ketahanan tanaman yang dipengaruhi oleh enzim Phenylalanine Ammonia Lyase
(PAL) (Marwa, 2012; Perangin-Angin dkk., 2019; Rudin, 2020). Enzim PAL
adalah enzim yang berperan penting dalam pembentukan senyawa fenol, seperti
lignin, asam salisilat, flavonoid, dan turunannya. Enzim ini akan bereaksi dengan
fenilalanin yang telah dihasilkan sebelumnya dari jalur asam shikimat (Ar-
Raihani, 2022). Reaksi enzimatis PAL ini yang kemudian menghasilkan senyawa
intermediet berupa asam trans sinamat yang selanjutnya diubah menjadi senyawa
fenol dan turunannya sebagai pertahanan melalui metabolisme jalur
phenilpropanoid (Marwa, 2012), sehingga apabila semakin banyak fenilalanin
yang diserap maka enzim PAL akan mengalami peningkatan kemudian
mempengaruhi pembentukan senyawa fenol yang lebih tinggi untuk menekan
perkembangan patogen (Permanasari dkk., 2015; Solekha et al., 2019).



Selama ini, cekaman abiotik dan biotik berpengaruh penting terhadap produksi
metabolit sekunder. Cekaman tersebut dapat digunakan sebagai strategi untuk
mengoptimalkan pembentukan metabolit sekunder sebagai mekanisme pertahanan
tanaman (Rudin, 2020). Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan alternatif
untuk mengetahui pengaruh cekaman abiotik pelukaan dan cekaman biotik dari
serangan jamur Curvularia andropogonis (Zimm.) melalui analisis nilai aktivitas
enzim PAL daun Cymbopogon nardus L. sebagai respon awal ketahanan tanaman.
Hal inilah yang melatarbelakangi adanya penelitian ini, yaitu untuk mengetahui
nilai aktivitas enzim PAL daun Cymbopogon nardus L. pada kondisi normal, luka,
dan infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.), sehingga diharapkan bisa
dijadikan sebagai acuan dasar para peneliti untuk memecahkan permasalahan
ketahanan Cymbopogon nardus L. setelah luka dan infeksi Curvularia

andropogonis (Zimm.).

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah dipaparkan di atas, maka rumusan
masalah dalam penelitian ini adalah berapa perbedaan nilai aktivitas enzim PAL
pada daun Cymbopogon nardus L. diantara kelompok normal, luka, dan infeksi

Curvularia andropogonis (Zimm.)?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Mengetahui mekanisme pertahanan tanaman melalui analisis nilai aktivitas
enzim PAL daun Cymbopogon nardus L. setelah dilukai dan diinfeksi Curvularia
andropogonis (Zimm.) sebagai respon awal ketahanan tanaman.
1.3.2 Tujuan Khusus

Mengetahui perbedaan nilai aktivitas enzim PAL daun Cymbopogon nardus L.

diantara kelompok normal, luka, dan infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.).



1.4 Manfaat Penelitian
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1.

1.4.2

Bagi Akademisi

Sebagai ilmu pengetahuan khususnya mengenai hal penggalian respon
enzim PAL dalam metabolisme ketahanan awal tanaman Cymbopogon
nardus L. terhadap cekaman luka dan serangan jamur Curvularia
andropogonis (Zimm.).

Sebagai sarana pembanding bagi dunia ilmu pengetahuan dalam
memperkaya informasi tentang mekanisme pertahanan tanaman.

Bagi Praktisi

Sebagai wawasan bagi peneliti, praktisi atau petani serai megetahui respon
enzim PAL dalam metabolisme ketahanan awal tanaman Cymbopogon
nardus L. terhadap luka dan serangan jamur Curvularia andropogonis
(Zimm.).

Sebagai acuan bagi peneliti lain untuk mengembangkan penelitian sejenis

dengan menggunakan bahan penelitian yang berbeda.

1.5 Ruang Lingkup Penelitian

Ruang lingkup dalam penelitian ini adalah pengukuran nilai aktivitas enzim

PAL pada daun Cymbopogon nardus L. yang normal, luka, dan infeksi Curvularia

andropogonis (Zimm.).



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA DAN HIPOTESIS

2.1 Tinjauan Pustaka
2.1.1 Serai Wangi (Cymbopogon nardus L.)
2.1.1.1 Klasifikasi Cymbopogon nardus L.

Kingdom : Plantae
Divisi : Spermatophyta

Kelas : Monocotyledoneae
Ordo : Cyperales
Famili  : Poaceae

Genus  : Cymbopogon
Spesies : Cymbopogon nardus L. (Arengo, 2022)
2.1.1.2 Morfologi Cymbopogon nardus L.
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Gambar 2.1 Morfoli (;ymbopogon nardus L. (Dokumentasi Pribadi, 2023)

Cymbopogon nardus L. merupakan golongan Poaceae seperti padi, jagung,
tebu, gandum dan lain-lain (Nursanti dkk., 2020). Cymbopogon nardus L.
memiliki batang berwarna merah keunguan, bergerombol, lunak, serta berongga
yang tumbuh tegak lurus di atas tanah sehingga bersifat kaku dan mudah patah
(Arifin, 2014; Nuraida dkk., 2022). Daunnya sejajar, bertepi tajam yang semakin
ke ujung semakin runcing dengan panjang daun sekitar 50-100 cm dan lebarnya
sekitar 2 cm serta apabila daun diremas akan menghasilkan bau citrus. Daging
daunnya tipis yang dilengkapi bulu halus di bagian permukaan dan bawah daun
(Mangelep, 2018). Cymbopogon nardus L. berakar serabut dan jarang sekali



memiliki bunga, apabila ada bunganya maka tidak memiliki mahkota, berwarna
putih, dan berbentuk bulir (Gambar 2.1) (Anwar dkk., 2022; Nadirah dkk., 2022).
2.1.1.3 Kandungan Kimia Cymbopogon nardus L.

Cymbopogon nardus L. mengandung senyawa saponin, triterpenoid, alkaloid,
tanin, terpenoid, dan flavonoid di seluruh bagian tubuhnya. Saponin berfungsi
sebagai antimikroba. Triterpenoid berfungsi sebagai antibakteri (Solekha dkk.,
2022). Alkaloid berfungsi mengatur kerja hormon, menguatkan tumbuhan, dan
melindungi tumbuhan dari serangan hama (Solekha dkk., 2021). Tanin berfungsi
sebagai pertahanan terhadap jamur, bakteri, virus, dan serangga herbivora
(Saputra dan Anggraini, 2016). Terpenoid dan flavonoid pada C. nardus
berpotensi sebagai antioksidan (Widiantara dkk., 2021).

Cymbopogon nardus L. menghasilkan minyak atsiri yang terdiri dari senyawa
utama berupa sitronelal, geraniol, dan sitronelol (Halim dan Fitri, 2020;
Wijayanti, 2015). Minyak atsiri Cymbopogon nardus L. termasuk salah satu
komoditas agribisnis ke berbagai negara yang dipandang memiliki prospek
strategis dalam menghasilkan produk bernilai ekonomi tinggi di industri, dikenal
dengan nama citronella oil (Aidah, 2020). Direktorat Jenderal Perkebunan (2020)
menyebutkan bahwa permintaan kebutuhan citronella oil di dunia mencapai
2.000-2.500 ton/tahun, tetapi hanya 50-60% saja yang terpenuhi dikarenakan
berbagai kendala dalam perkembangan dan pertumbuhan Cymbopogon nardus L.
yang berdampak pada rendahnya produktivitas daun segar serta kualitas minyak
yang dihasilkan (Nabila dan Nurmalina, 2019).

2.1.1.4 Kendala dalam Perkembangan dan Pertumbuhan Cymbopogon
nardus L.
Kendala dalam perkembangan dan pertumbuhan Cymbopogon nardus L.

terbagi menjadi dua, yaitu cekaman abiotik dan cekaman biotik. Cekaman abiotik
seperti kekeringan, kondisi angin, salinitas, UV, dan pelukaan (Rudin, 2020),
sedangkan cekaman biotik seperti serangan patogen yang menyebabkan penyakit
melalui  serangkaian  proses penimbulan penyakit atau patogenesis
(Soenartiningsih dkk., 2013).



Jenis patogen yang umumnya menyerang Cymbopogon nardus L. meliputi
Pestalotia sp., Fusarium sp., dan Curvularia sp. Ketiga patogen ini menyerang
daun Cymbopogon nardus L. serta dinilai terlibat dalam penurunan produktivitas
dan mutu citronella oil (ldris dan Nurmansyah, 2015). Dari ketiga patogen
tersebut, Curvularia sp. memiliki dampak paling serius dikarenakan jamur ini
memiliki kisaran inang yang luas dan bersifat terbawa benih. Patogen terbawa
benih pada tanaman dapat mengakibatkan penurunan jumlah produksi tanaman,
penurunan daya perkecambahan, perubahan biokimia dan sifat fisik benih, serta
kematian bibit tanaman dalam skala yang luas (Naqvi et al., 2013). Curvularia sp.
dapat menyebar melalui tanah, angin, percikan air, dan kemungkinan infeksi dari
serangga serta perantara manusia (Soenartiningsih dkk., 2013; Sunarko, 2014).
Salah satu spesies dari genus Curvularia yang menyebabkan penyakit bercak daun
pada Cymbopogon nardus L. adalah Curvularia andropogonis (Zimm.) (Zhang et
al., 2020). Curvularia andropogonis (Zimm.) sebelumnya telah dilaporkan
sebagai kendala utama dalam produksi Cymbopogon winterianus yang
mempengaruhi kualitas minyak dan kuantitas daun sehingga menyebabkan
penipisan komponen minyak utama (Pandey et al., 2018). Curvularia
andropogonis (Zimm.) juga disebutkan sebagai penyakit penting pada daun
Cymbopogon flexuosus yang menyebabkan kerusakan parah dan berdampak pada
hilangnya minyak dan kandungan citral (Vandana et al., 2020).

2.1.2 Curvularia andropogonis (Zimm.)
2.1.2.1 Klasifikasi Curvularia andropogonis (Zimm.)
Curvularia andropogonis (Zimm.) dalam National Center for Biotechnology

Information (NCBI) diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Fungi

Divisi : Ascomycota

Sub Divisi : Pezizomycota
Kelas : Dothideomycetes
Sub Kelas : Pleosporomycetidae
Ordo : Pleosporales

Famili : Pleosporaceae
Genus : Curvularia

Spesies : Curvularia andropogonis (Zimm.) (Boedijn, 1993)



2.1.2.2 Morfologi Curvularia andropogonis (Zimm.)

Curvularia andropogonis (Zimm.) memiliki karakteristik makroskopis berupa
koloni berbentuk bulat dan berwarna coklat abu-abu hingga abu-abu tua dengan
pertumbuhan rata dan tebal, tetapi tepinya tidak rata dan berwarna putih keabu-
abuan. Permukaannya menyerupai kapas dengan miselium yang teratur (Vandana
et al., 2020) (Gambar 2.2 (a)).

Gambar 2.2 Morfologi Curvularia andropogonis (Zimm.): a) Makroskopis
Curvularia andropogonis (Zimm.) di media PDA; b) Mikroskopis hifa dan
konidia Curvularia andropogonis (Zimm.) (Dokumentasi Pribadi, 2023)

Curvularia andropogonis (Zimm.) memiliki karakteristik mikroskopis berupa
hifa bersekat yang ujungnya terdapat konidia coklat tunggal atau lebih dan
bersepta yang lebarnya mencapai 3-4 pum, panjangnya bervariasi, tidak bercabang,
dan melengkung, serta bagian sel konidianya yang ketiga lebih besar daripada
bagian sel yang lainnya (Pandey et al., 2018) (Gambar 2.2 (b)). Jamur ini
menyerang daun dan memunculkan gejala awal berupa bercak kecil berwarna
coklat kemerahan dan berbentuk lingkaran sampai bulat telur yang kemudian
menyatu dan membesar menjadi bercak-bercak panjang di sepanjang ujung serta
tepi daun menyebabkan seluruh daun menjadi kering dan mati (Vandana et al.,
2020). Jamur ini juga mengakibatkan penurunan yang cukup besar pada produksi
minyak dan kuantitas daun (Mondal et al., 2018).
2.1.2.3 Mekanisme Infeksi Jamur ke Tanaman

Patogen merupakan organisme Yyang menyebabkan penyakit melalui

serangkaian proses penimbulan penyakit yang disebut dengan patogenesis
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(Soenartiningsih dkk., 2013), contohnya jamur Curvularia andropogonis (Zimm.).
Secara umum, jamur menyerang tanaman melalui tabung kecambah yang
dihasilkan dari diferensiasi konidia menjadi struktur infeksius khusus yang
disebut apresorium. Apresorium melekat erat dan menembus permukaan tanaman
akibat tekanan turgor yang tinggi sehingga memacu PAMP untuk mengaktivasi
respon imun bawaan dengan penguatan dinding sel pada tanaman melalui
pembentukan papilla. Apresorium yang telah masuk akan berdiferensiasi menjadi
hifa dan haustoria yang menyebabkan kerusakan protein dan DNA yang dipicu
olen DAMP dengan produksi Reactive Oxigen Species (ROS), selanjutnya ROS
mengaktivasi enzim-enzim sebagai mekanisme ketahanan (Kaur et al., 2022).
Adapun jamur dapat menginfeksi tanaman dengan tiga cara, yaitu penetrasi secara
langsung, masuk melalui bagian organ alami yang terbuka (stomata, lentisel, dan
hidatoda), serta luka (Gambar 2.3) (Agrios, 2005).

rficial i i
Superficial  Subticular mycelium o e

Spora mycelium g Spora
$ﬁ;‘r)&f‘ el @ [
A .:..‘;l » '

Langéung dengan Langsung, hanya subticular

Penetrasi | paustoria iiith dengmapm;im
langauny (4), pasak penetrasi (PP),
| intercellular mycelium (IM)

Penetrasi
melalui bagian
organ alami

Penetrasi
melalui luka
alami

Melalui luka

luka akar utama dan lateral merusak sel

Gambar 2.3 Mekanisme penetrasi dan invasi oleh jamur (Modifikasi
dari Agrios, 2005)
1. Penetrasi secara langsung, merupakan mekanisme paling umum pada jamur.

Jamur menembus tanaman inang secara langsung melalui apresorium yang
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terbentuk pada miselium dengan permukaan tanaman. Apresorium ini tumbuh

ke arah permukaan tanaman dan menembus kutikula serta dinding sel melalui

kekuatan mekanis dan pelunakan enzimatik sel (Agrios, 2012).

2. Melalui bagian organ alami yang terbuka, seperti stomata, lentisel, dan
hidatoda (Agrios, 2012). Spora atau konidia yang jatuh di epidermis daun akan
berkecambah, apabila menemui bagian organ alami yang terbuka maka:

a. Jamur yang masuk melalui stomata, miseliumnya akan membentuk
apresorium yang tepat di atas stoma, satu hifa tumbuh darinya ke dalam
stoma. Dalam rongga substomata, hifa membesar dan darinya tumbuh hifa-
hifa kecil (haustoria) yang menyerang sel tumbuhan (Sharma, 2013).

b. Jamur yang masuk melalui lentisel (bagian organ alami yang terbuka pada
batang), miseliumnya akan membentuk apresorium yang tumbuh satu hifa
darinya, selanjutnya hifa membesar dan tumbuh hifa-hifa kecil (haustoria)
yang menyerang sel tumbuhan (Sharma, 2013).

c. Jamur yang masuk melalui hidatoda dengan jalan terbukanya pori-pori di
tepi dan ujung daun. Pori-pori ini berperan sebagai sarana/penghubung
jamur ke pembuluh daun (Agrios, 2012).

3. Melalui luka. Jamur memanfaatkan jaringan luka segar atau luka lama berupa
sel-sel tumbuhan yang rusak atau mati oleh vektornya. Spora berkecambah dan
berkembang biak dalam getah luka atau lapisan air yang ada pada luka menjadi
haustoria yang selanjutnya menyerang sel-sel tanaman (Sharma, 2013).

Infeksi jamur pada setiap tanaman akan menghasilkan respon ketahanan
tanaman yang berbeda-beda. Respon ketahanan tanaman tersebut tidak hanya
ditentukan melalui morfologi tanaman melainkan dapat ditentukan melalui
ketahanan biokimia, seperti melalui senyawa fenol yang dikeluarkan tanaman
sebagai indikator peningkatan ketahanan tanaman (Vagiri et al., 2017).

Mekanisme ketahanan tanaman terhadap patogen terbagi menjadi 2, yaitu
mekanisme ketahanan pasif dan mekanisme ketahanan aktif (Fitria dan Masnilah,
2020). Mekanisme ketahanan pasif sudah ada pada tanaman sebelum terinfeksi
patogen serta berfungsi mencegah patogen masuk dan berkembang lebih jauh ke

tanaman, misalnya tumbuhan yang epidermisnya berkutikula tebal dan
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mempunyai jumlah stomata yang sedikit. Sedangkan mekanisme ketahanan aktif
baru muncul setelah tanaman terinfeksi patogen, misalnya senyawa fenolik yang
pembentukannya dipengaruhi oleh enzim Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL)
(Khasanati dkk., 2014; Permanasari dkk., 2015).
2.1.3 Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL)
2.1.3.1 Enzim PAL

Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL) adalah enzim yang berperan penting
dalam pembentukan berbagai senyawa fenol dan turunannya (Julianti dkk., 2021).
Enzim PAL diekspresikan ketika tumbuhan berada dalam cekaman (Sopandie,
2013). Enzim ini termasuk enzim pertama atau enzim kunci yang mengkatalisator

senyawa asam amino aromatik, seperti fenilalanin (Musman, 2017).

L-Phenylalanine Phenylalanine ammonia-lyase
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Gambar 2.4 Jalur biosintesis phenilpropanoid (Dehghan et al., 2014)
Fenilalanin merupakan salah satu prekusor yang dihasilkan di jalur asam
shikimat melalui kombinasi fosfoenolpiruvat dari jalur glikosidik dan eritrosa-4-
fosfat dari jalur pentosa fosfat (Idroes dkk., 2019). Fenilalanin digunakan dalam
jalur biosintesis phenilpropanoid untuk menghasilkan senyawa fenol dengan

kerangka dasar karbon tersusun atas cincin benzena (C6) yang terikat pada ujung
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rantai karbon propana (C3), membentuk susunan C6-C3 (Gambar 2.4) (Kristanti
dkk., 2019).

Jalur phenilpropanoid mengarah pada beberapa percabangan, seperti
pembentukan turunan asam benzoat, kumarin, dan prekusor untuk pembentukan
lignin (Browsher dan Tobin, 2021). Jalur ini diawali dengan pelepasan NH;
(amonia) dari fenilalanin menjadi asam trans-sinamat oleh enzim PAL,
selanjutnya terjadi kondensasi satu molekul CoA-ester asam sinamat atau
turunannya, seperti asam kumarat atau ferulic dengan tiga molekul malonil CoA
menghasilkan produk utama berupa naringenin chalcone. Reaksi tersebut
dikatalisis olen enzim chalcone synthase (CHS). Naringenin chalcone
diisomerisasi oleh enzim chalcone isomerase (CHI) menjadi naringenin kemudian
menyimpang menjadi beberapa percabangan yang menghasilkan kelas flavonoid
yang berbeda, seperti flavon, isoflavon, dan dihydroflavon (Gambar 2.4) (Ar-
Raihani, 2022; Dehghan et al., 2014).

Flavonoid merupakan metabolit sekunder turunan dari senyawa fenol terbesar
yang ditemukan pada tanaman sebagai respon terhadap serangan patogen dengan
kemampuan bioaktifnya, seperti anti-inflamasi dan antioksidan (Wang et al.,
2016). Flavonoid memiliki 15 atom karbon yang terdiri atas dua gugus cincin
benzena (C6) yang disambungkan oleh rantai alifatik propana (C3) sehingga
membentuk konfigurasi C6-C3-C6 (Putri dkk., 2019).
2.1.3.2 Respon PAL Terhadap Cekaman

Secara umum, tanaman yang berada dalam cekaman, baik biotik maupun
abiotik akan mengalami peningkatan senyawa fenol yang dipicu oleh adanya
infeksi, peristiwa ini disebut Systemic Acquired Resistance (SAR). SAR
mengakibatkan aktivasi enzim PAL sebagai respon awal ketahanan tanaman
(Marwa, 2012; Perangin-Angin dkk., 2019).

Enzim PAL bereaksi dengan substratnya (L-fenilalanin) dalam metabolisme
jalur phenilpropanoid, menghasilkan senyawa intermediet berupa asam trans
sinamat yang diubah menjadi asam benzoat dan kumarin (Dehghan et al., 2014).
Selanjutnya asam benzoat diubah oleh asam benzoat 2-hidroksilase menjadi asam

salisilat yang berperan penting sebagai pemberi sinyal respon yang lebih cepat
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terhadap serangan patogen dengan menghambat perkembangan konidium
(Gambar 2.5) (Marwa, 2012), sedangkan kumarin menghasilkan beberapa
percabangan kelas flavonoid yang berfungsi sebagai pertahanan tanaman terhadap
patogen (Ar-Raihani, 2022; Dehghan et al., 2014). Oleh karena itu, apabila
semakin banyak fenilalanin yang diserap maka enzim PAL akan mengalami
peningkatan aktivitas dalam menghasilkan senyawa fenol dan turunannya yang

lebih tinggi untuk menekan perkembangan patogen (Permanasari dkk., 2015).
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Gambar 2.5 Mekanisme korelasi enzim PAL dan asam salisilat terhadap

patogenesis (Marwa, 2012)

2.2 Hipotesis

Penelitian terdahulu oleh Marwa (2012) menyebutkan bahwa nilai aktivitas
enzim PAL pisang jantan (Musa paradisiaca cv. Jantan) mengalami kenaikan
setelah diinfeksi Fusarium oxysporum f.sp. cubense. Penelitian lain oleh Solekha
et al. (2019) menyebutkan bahwa enzim PAL berkontribusi terhadap ketahanan
padi hitam dengan meningkatkan aktivitasnya di dalam sel setelah terinfeksi
Xanthomonas oryzae pv. Oryzae. Dari penelitian tersebut maka hipotesis yang

dapat dikembangkan adalah nilai aktivitas enzim PAL daun serai wangi
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(Cymbopogon nardus L.) mengalami kenaikan setelah diberi pelukaan dan
diinfeksi Curvularia andropogonis (Zimm.).
Adapun hipotesis statistik penelitian ini sebagai berikut:
HO : tidak terdapat perbedaan nilai aktivitas enzim PAL pada daun Cymbopogon
nardus L. yang normal, luka, dan infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.).
H1 : terdapat perbedaan nilai aktivitas enzim PAL pada daun Cymbopogon nardus

L. yang normal, luka, dan infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.).



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Lokasi dan Waktu
3.1.1 Lokasi

Penelitian aktivitas enzim PAL dilakukan di Laboratorium Biologi,
Laboratorium  Kimia, dan  Laboratorium  Mikrobiologi  Universitas
Muhammadiyah Lamongan.
3.1.2 Waktu

Penelitian ini dilakukan selama 4 bulan, yaitu pada bulan Februari — Mei
2023.

3.2 Bahan dan Alat
3.2.1 Bahan

Bahan yang digunakan di dalam penelitian ini meliputi benih serai wangi
(Cymbopogon nardus L.), rangka bambu, plastik UV, waring hijau, tanah, pupuk
urea, KCI, phospat, pupuk kandang (kotoran kambing), sekam bakar, plastik tahan
panas, kertas label, polybag, kresek, tali rafia, plastik wrap, kapas, kertas saring,
larutan bayclin 1%, jamur Curvularia andropogonis (Zimm.), Potato Dextrose
Agar (PDA), aquadest, spirtus, alkohol 70%, aluminium foil, kertas roti, plastik
zip, nitrogen cair, buffer borat 0,2 M, pH meter, tube 15 ml, tube eppendorf 1,5
ml, spidol permanen, reagen bradford, Bovine Serum Albumin (BSA), Tris-HCI
100 mM, L-fenilalanin 10 mM, HCI 6M, dan asam sinamat.
3.2.2 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat untuk membuat green
house, sprayer, tong, nampan stainless, erlenmeyer 250 ml, cawan petri,
micropipet, microtip, hot plate stirrer, batang pengaduk, sendok, neraca analitik,
kaca arloji, autoklaf, inkubator, kulkas, blender, pot, jarum ose, Laminar Air Flow
(LAF), botol kaca, beaker glass, tabung reaksi, mortar, gunting, centrifuge, dan
spektrofotometri UV-Vis.

16
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3.3 Cara Kerja
3.3.1 Pembuatan Greenhouse

Pembuatan greenhouse bertujuan untuk memberikan lingkungan yang lebih
mendekati kondisi optimum dalam pertumbuhan tanaman serta melindungi
tanaman dari pengaruh luar yang merugikan (Helmida dkk., 2021). Pembuatan
greenhouse berukuran 3x7 m berupa atap dari kerangka bambu, dinding dari
waring hijau, dan sekat dari plastik UV. Sekatnya membagi ruang menjadi 2 yaitu
ruang 1 berukuran 2x7 m untuk tanaman Cymbopogon nardus L. normal dan
luka, sedangkan ruang 2 berukuran 1x7 m untuk Cymbopogon nardus L. yang
terinfeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) (Lampiran 1).
3.3.2 Persiapan Media Tanam

Media tanam yang digunakan berisi campuran tanah, pupuk kandang (kotoran
kambing), dan sekam bakar dengan perbandingan 1:1:1 (Dakiyo dkk., 2022).
Tanah yang akan digunakan sebagai media tanam dibersihkan dari akar atau
kotoran lain serta disterilisasi terlebih dahulu agar terhindar dari patogen tanah
yang dapat mempengaruhi hasil penelitian. Tanah dimasukkan ke dalam polybag,
selanjutnya polybag dimasukkan ke dalam plastik kresek dan diikat menggunakan
tali rafia. Proses sterilisasi ini dengan sterilisasi fisik/sterilisasi uap Yyaitu
menggunakan tong untuk mengukus tanah selama 8 jam (Lampiran 2). Tanah
yang sudah steril diinkubasi selama 7 hari sebelum penanaman (Nuraini dkk.,
2022).
3.3.3 Uji Kesehatan Benih

Uji kesehatan benih dilakukan dengan metode inkubasi pada kertas (Rahayu,
2016). Benih didisinfekstan menggunakan larutan bayclin 1% selama 5 menit,
dicuci/direndam dengan aquadest steril selama 5 menit dan ditiriskan. Setelah itu
disiapkan nampan stainless yang dialasi dengan kapas yang telah dibasahi dengan
aquadest steril sampai lembab, kemudian dilapisi atasnya menggunakan kertas
saring yang telah dicelupkan air. Benih Cymbopogon nardus L. ditata di atas
kertas saring dengan jarak 4 cm per benih, kemudian benih tersebut diinkubasi di
bawah sinar NUV (Near Ultra Violet) selama 7-8 hari. Setelah inkubasi selesai,

benih diamati untuk memastikan apakah terinfeksi jamur atau bakteri. Benih



18

tanaman yang sehat dan normal secara fisik bersih (bebas dari segala kotoran),
mulus, tidak berserat, dan tidak ada bercak (Lampiran 2).
3.3.4 Penanaman dan Pemeliharaan Cymbopogon nardus L.

Penanaman benih Cymbopogon nardus L. menggunakan media tanam yang
telah disiapkan sebelumnya dalam 9 pot tanaman, 6 pot tanaman ditempatkan di
dalam ruang 1 dan 3 pot tanaman ditempatkan dalam ruang 2. Setiap pot berisi 3
benih tanaman Cymbopogon nardus L varietas sitrona agribun 2. Tanaman
disiram sehari sekali di waktu pagi, dipupuk satu kali di umur 2-3 minggu dengan
dosis pupuk urea 75 kg/ha, KCI 60 kg/ha, dan phospat 60 kg/ha, serta diperbaiki
struktur tanahnya dengan cara menekan rata tanah di sekeliling lubang tanaman
(Lampiran 3). Tanaman juga dikontrol setiap hari dengan pengukuran suhu 24 —
25°C, intensitas cahaya 75 — 100%, dan kelembaban >75% (Candra, 2019 dan
Anggraini dkk., 2010).

3.3.5 Sterilisasi Bahan dan Alat

Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian disterilisasi sesuai dengan
prosedur pada suhu 121°C selama 15 menit. Laminar Air Flow (LAF) dibersihkan
menggunakan alkohol 70% sebagai media kerja aseptis.

3.3.6 Pembiakan Curvularia andropogonis (Zimm.)

Pembiakan Curvularia andropogonis (Zimm.) dilakukan dengan metode gores
satu ose penuh ke media Potato Dextrose Agar (PDA) (Lampiran 4). Potato
Dextrose Agar (PDA) dibuat dari 39 gr PDA dalam 1000 ml aquadest (Azzahra
dkk., 2020). Media yang telah diisolasi kemudian diinkubasi pada suhu 28-30°C
selama kurang lebih 10 hari (Hanif dkk., 2012).

3.3.7 Perhitungan Konsentrasi Jamur Curvularia andropogonis (Zimm.)

Perhitungan konsentrasi jamur dimulai dengan metode pengenceran seri 107>,
sebanyak 10 g jamur disuspensikan ke dalam 90 ml aquadest steril lalu
dihomogenkan. Hasil dari pengenceran seri tersebut kemudian dihitung kerapatan
sporanya menggunakan haemocytometer sebanyak 1 ml dan diamati di bawah
mikroskop (Lampiran 5). Kerapatan spora dihitung menggunakan rumus (Ardiyati
dkk., 2015; Hartati dkk., 2022):

t
S= x 10°
n x 0,25
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Keterangan: S = kerapatan spora per ml larutan (CFU/ml)
t = jumlah total spora yang diamati dalam kotak sampel
n = jumlah kotak sampel (5 kotak besar x 16 kotak kecil)
0,25 = faktor koreksi penggunaan kotak sampel skala kecil pada
haemocytometer
10° = standar kerapatan spora
3.3.8 Pelukaan dan Infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.)

Tanaman Cymbopogon nardus L. yang telah ditanam selama 2 bulan
dilakukan pelukaan dan infeksi (Lampiran 6). Tanaman yang diberi perlakuan
luka dilakukan pelukaan menggunakan metode guntingan daun (Solekha et al.,
2019), yaitu daun digunting dibagian ujungnya sepanjang 2 cm menggunakan
gunting steril. Sedangkan tanaman yang diberi perlakuan infeksi dilakukan
metode guntingan daun dan inokulasi jamur dengan kerapatan spora 10> CFU/ml.
Inokulasi dilakukan selama 8 jam dengan mencelupkan daun ke dalam botol kaca
hasil preparasi (Saia et al., 2019; Suganda dan Wulandari, 2019).

3.3.9 Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel daun Cymbopogon nardus L. berjumlah 9 rumpun
tanaman dengan 3 perlakuan, yaitu normal, luka, dan infeksi yang masing-masing
terdiri dari 3 ulangan (Lampiran 6). Sampel dimasukkan ke dalam plastik zip,
diberi label, dan disimpan dalam freezer pada suhu 0 — 4°C sampai tahap
ekstraksi dilakukan (Setyaningsih dkk., 2014).

3.3.10 Ekstraksi Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL)

Sampel daun ditumbuk dengan nitrogen cair menggunakan mortar sebanyak
100 mg sampai menjadi serbuk halus. Selanjutnya, sampel dimasukkan ke dalam
tabung 1,5 ml dan diekstraksi dengan menambahkan 1 ml buffer borat 0,2 M pH
8,8 (Lampiran 7). Kemudian dilakukan sentrifugasi pada 12.000 g pada suhu 4°C
selama 15 menit. Supernatan (ekstrak kasar protein) dipindahkan ke tabung yang
baru untuk disimpan pada suhu 4°C sampai digunakan (Solekha et al., 2019).
3.3.11 Perhitungan Kadar Protein

Kadar protein dihitung menggunakan metode Bradford, yaitu dengan cara
menambahkan sebanyak 0,1 ml ekstrak kasar protein ke dalam 4,9 ml reagen
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Bradford kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit (Aziz dkk., 2021).
Absorbansi  diukur menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang
gelombang 595 nm dengan BSA (Bovine Serum Albumin) sebagai larutan standar
pada konsentrasi 2, 4, 6, 8, dan 10 pg/ml (Lampiran 8). Masing-masing 2,5 ml
larutan standar direaksikan dengan 2,5 ml pereaksi Bradford selama 5 menit pada
suhu ruang, kemudian sebagai blanko digunakan 2,5 ml aquadest ditambah
dengan 2,5 ml pereaksi Bradford (Telussa dkk., 2022).

3.3.12 Penentuan Aktivitas Enzim PAL
Penentuan aktivitas enzim PAL dilakukan dengan mencampurkan 2 ml Tris-

HCI 100 mM (pH 8,5), 1 ml L-fenilalanin 10 mM, 0,8 ml aquadest steril, dan 0,2
ml ekstrak kasar protein. Campuran reaksi diinkubasi pada suhu 30°C selama 30
menit menggunakan waterbath, selanjutnya reaksi dihentikan dengan
menambahkan 1 ml HCI 6M. Hasil reaksi diukur menggunakan spektrofotometri
UV-Vis pada panjang gelombang 280 nm dengan asam sinamat sebagai standar
pada konsentrasi 2, 4, 6, 8, dan 10 pg/ml, kemudian sebagai blanko dibuat
campuran larutan yang sama tetapi tanpa fenilalanin (Lampiran 9) (Aziz dkk.,
2021; Piechowiak dan Balawejder, 2019).

Rumus perhitungan aktivitas enzim PAL (Aini dkk., 2020) sebagai berikut:
C H

X
BMxt E

AE =

Keterangan : AE = aktivitas enzim (U/ml)
C = konsentrasi asam sinamat (ug/ml)
BM = berat molekul asam sinamat (148 g/mol atau 148 pg/umol)
t = waktu inkubasi (menit)
H = volume total enzim-substrat (ml)
E = volume enzim (ml)

Rumus perhitungan aktivitas spesifik enzim PAL (Ramadhani dkk., 2015):

AE
Kadar Protein

Keterangan : AS = aktifitas Spesifik Enzim (U/mg)
AE = aktivitas enzim (U/ml)

AS =

Kadar protein = mg/ml protein
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3.4 Variabel Penelitian
Variabel yang digunakan dalam penelitian ini adalah:

1. Variabel Dependen
Variabel dependen merupakan variabel yang dipengaruhi oleh variabel bebas.
Variabel dependen dalam penelitian ini adalah nilai aktivitas enzim PAL daun
Cymbopogon nardus L.

2. Variabel Independen
Variabel independen atau variabel bebas merupakan variabel yang
mempengaruhi variabel dependen. Variabel independen dalam penelitian ini
adalah luka dan Curvularia andropogonis (Zimm.).

3. Variabel Kontrol
Variabel kontrol merupakan variabel yang faktornya dikontrol oleh peneliti
untuk menetralisasi pengaruhnya. Jika tidak dikontrol maka variabel tersebut
akan mempengaruhi gejala yang sedang dikaji. Variabel kontrol dalam

penelitian ini adalah varietas, cahaya, suhu, dan kelembaban udara.

3.5 Cara Analisis Data

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 3
perlakuan, yaitu normal, luka, dan infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.).
Analisis data menggunakan SPSS. Data yang diperoleh dianalisis dengan uji
normalitas dan uji homogenitas, selanjutnya uji Analysis of Varian (ANOVA),
apabila terdapat perbedaan yang signifikan dengan taraf kepercayaan 95%
(alfa=5%), maka dilanjutkan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) untuk mengetahui

perlakuan mana yang berbeda secara signifikan.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian
4.1.1 Data Sekunder
4.1.1.1 Hasil Uji Kesehatan Benih

\ T ——

Cymbopogon nardus L. (Dokumentasi

Gambar 4.1 Hasil uji kesehatan benih
Pribadi, 2023)

Hasil uji kesehatan benih Cymbopogon nardus L. menunjukkan bahwa 40
benih sehat dan normal berdasarkan parameter uji kesehatan benih (Lampiran 2).
Parameter tersebut meliputi benih bersih (bebas dari segala kotoran), mulus, tidak
ada serat, tidak keriput, dan tidak ada bercak (Gambar 4.1).

B

Gmbar zf.é'lgértumbuhan Cymbopdon nars L. : a) saat penanaman, b) se

Rt

telah
7 hari penanaman, dan c) setelah 2 bulan penanaman (Dokumentasi Pribadi, 2023)
Hasil penanaman menunjukkan bahwa pada awal penanaman terdapat 3 benih

Cymbopogon nardus L. varietas sitrona agribun 2 dalam setiap pot (Gambar 4.2

22
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(a)). Pada hari ke-7, muncul tanaman baru pada benih (Gambar 4.2 (b)), kemudian
pada hari ke-60 atau setelah 2 bulan penanaman, tanaman sudah berumpun
dengan daun yang panjang dan runcing (£75 cm) serta batang yang lunak
berwarna merah keunguan.

4.1.1.3 Morfologi Daun Cymbopogon nardus L. Normal, Luka, dan Infeksi

Curvularia andropogonis (Zimm.)

Gamb‘ér' 43 Morfologi daun Cymbopogon nardus L.: a) normal, b) luka, c)
infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) (Dokumentasi Pribadi, 2023)

Hasil pengamatan morfologi daun menunjukkan bahwa daun Cymbopogon
nardus L. normal, luka, dan infeksi memiliki morfologi daun yang berbeda.
Morfologi daun Cymbopogon nardus L. normal berwarna hijau merata tanpa
bercak (Gambar 4.3 (a)), sedangkan daun Cymbopogon nardus L. Iluka
mengalami kecoklatan di bagian ujungnya (Gambar 4.3 (b)), serta daun
Cymbopogon nardus L. infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) memunculkan
bercak-bercak kecil berwarna merah yang kemudian menyatu dan memanjang dari
ujung daun (Gambar 4.3 (c)).
4.1.2 Data Primer
4.1.2.1 Pengaruh Luka dan Infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.)
Terhadap Kadar Protein

Hasil uji kadar ekstrak kasar protein daun Cymbopogon nardus L.
menunjukkan bahwa daun normal memiliki kadar protein tertinggi, diikuti daun

luka dan daun infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) (Gambar 4.4).
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Berdasarkan uji statistik, ketiga kelompok daun ini memiliki perbedaan yang
signifikan sehingga dilakukan uji lanjut BNT. Hasil uji BNT didapatkan nilai
signifikansi<0,005 yaitu 0,00 atau 0,00<0,05 yang artinya luka dan infeksi
Curvularia andropogonis (Zimm.) memberikan pengaruh yang berbeda nyata

terhadap kadar ekstrak kasar protein daun Cymbopogon nardus L. (Gambar 4.4).

Kadar Protein Daun Cymbopogon nardus L. Normal,
Luka, dan Infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.)

Infeksi
Luka

Normal

0 0,05 0,1 0,15
Kadar Protein (mg/ml)

Daun Cymbopogon nardus L.

ket: huruf yang sama menunjukkan hasil yang berbeda tidak nyata berdasarkan uji BNT
dengan taraf kepercayaan 95%

Gambar 4.4 Grafik kadar ekstrak kasar protein daun Cymbopogon nardus L.
normal, luka, dan infeksi (Dokumentasi Pribadi, 2023)
4.1.2.2 Pengaruh Luka dan Infeksi Terhadap Aktivitas Enzim dan Aktivitas
Spesifik Enzim PAL

Aktivitas Enzim PAL Daun Cymbopogon nardus L. Normal,
Luka, dan Infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.)

Infeksi
Luka

Normal

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006
Aktivitas Enzim (U/ml)

Daun Cymbopogon nardus L.

ket: huruf yang sama menunjukkan hasil yang berbeda tidak nyata berdasarkan uji BNT
dengan taraf kepercayaan 95%

Gambar 4.5 Grafik aktivitas enzim PAL pada daun Cymbopogon nardus L.
normal, luka, dan infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) (Dokumentasi
Pribadi, 2023)
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Hasil uji aktivitas enzim dan aktivitas spesifik enzim PAL daun Cymbopogon
nardus L. menunjukkan bahwa daun infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.)
memiliki nilai tertinggi, diikuti daun luka dan daun normal (Gambar 4.5 dan
Gambar 4.6)). Berdasarkan uji statistik, ketiga kelompok daun ini memiliki
perbedaan yang signifikan sehingga dilakukan uji lanjut BNT. Hasil uji BNT
didapatkan nilai signifikansi<0,005 yaitu 0,00 atau 0,00<0,05 yang artinya luka
dan infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) memberikan pengaruh yang
berbeda nyata terhadap aktivitas enzim dan aktivitas spesifik enzim PAL daun

Cymbopogon nardus L.

Aktivitas Enzim PAL Daun Cymbopogon nardus L. Normal,
Luka, dan Infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.)

Infeksi
Luka

Normal

0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120 0,140
Aktivitas Spesifik Enzim PAL (U/mg)

Daun Cymbopogon nardus L

ket: huruf yang sama menunjukkan hasil yang berbeda tidak nyata berdasarkan uji BNT
dengan taraf kepercayaan 95%

Gambar 4.6 Grafik aktivitas spesifik enzim PAL pada daun Cymbopogon nardus
L. normal, luka, dan infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) (Dokumentasi
Pribadi, 2023)

4.2 Pembahasan
4.2.1 Uji Kesehatan Benih

Uji kesehatan benih pada penelitian ini penting dilakukan untuk
menghilangkan partikel-partikel tanah, debu, dan partikel lain dalam benih serta
membersinkan benih dari mikroorganisme seperti Curvularia andropogonis
(Zimm.) yang dapat merugikan tanaman. Hal ini sejalan dengan Suganda &
Woulandari (2018) yang menyebutkan bahwa Curvularia sp. termasuk patogen
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terbawa benih. Sependapat juga dengan Sunarko (2014) yang menyebutkan bahwa
Curvularia sp. dapat menyebar melalui tanah.

Uji kesehatan benih pada penelitian ini menghasilkan 40 benih yang sehat dan
normal (Lampiran 2). Hal ini dapat diamati secara fisik dengan melihat parameter
uji kesehatan benih. Parameter tersebut meliputi benih bersih (bebas dari segala
kotoran), mulus, tidak ada serat, tidak keriput, dan tidak ada bercak (Gambar 4.1)
(Rahayu, 2016).

4.2.2 Penanaman dan Pemeliharaan Cymbopogon nardus L.

Pengaturan penanaman dan pemeliharaan tanaman Cymbopogon nardus L.
pada penelitian ini penting dilakukan untuk menghindari berbagai kesalahan yang
mungkin terjadi di dalam penelitian sehingga dapat mempengaruhi hasil
penelitian. Oleh karena itu, perlu dilakukan pengontrolan mulai saat penanaman
sampai tanaman dilukai dan diinfeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) pada
umur 2 bulan. Hal ini sejalan dengan Candra (2019), yang menyebutkan bahwa
tanaman serai wangi yang baik adalah tanaman yang cukup dalam perawatannya.

Berdasarkan Gambar 4.2 yang telah disajikan, dapat dilihat pertumbuhan dan
perkembangan tanaman pada saat penanaman sampai tanaman dilukai dan
diinfeksi Curvularia andropogonis (Zimm.). Gambar 4.2 (a) merupakan gambar
pada saat penanaman yang memperlihatkan adanya 3 benih Cymbopogon nardus
L. varietas sitrona agribun 2 dalam pot. Tanaman ini kemudian dilakukan
penyiraman setiap sehari sekali dan pengontrolan lingkungan (suhu, intensitas
cahaya, dan kelembaban udara). Gambar 4.2 (b) merupakan gambar Cymbopogon
nardus L. setelah 7 hari penanaman dimana muncul tanaman baru. Tanaman baru
ini dilakukan perbaikan struktur tanah dengan cara menekan ratah tanah di
sekeliling lubang tanaman serta dilakukan pemupukan. Hal ini sependapat dengan
Candra (2019), bahwa tanaman serai wangi yang masih muda perlu dilakukan
pembubunan agar aerasi dan drainase dapat diatur dengan baik serta pemupukan
untuk menjaga kesuburan tanah dan menyediakan unsur hara tanaman. Gambar
4.2 (c) merupakan gambar Cymbopogon nardus L. setelah 2 bulan penanaman,
dimana sudah berumpun dengan daun yang panjang dan runcing serta batang yang

lunak berwarna merah keunguan. Selain itu, terlihat tidak ada daun atau batang
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yang kering karena telah dilakukan penyiangan. Menurut Candra (2019),
penyiangan bertujuan untuk memacu pertumbuhan daun baru yang lebih baik lagi.
4.2.3 Morfologi Daun Cymbopogon nardus L. Normal, Luka, dan Infeksi
Curvularia andropogonis (Zimm.)

Pada penelitian ini, hasil pengamatan morfologi daun Cymbopogon nardus L.
yang normal tidak mengalami perubahan (Gambar 4.3 (a)). Daun tetap berwarna
hijau cerah yang merata tanpa adanya bercak. Hal ini sejalan dengan Kaur et al.
(2022), yang menyebutkan bahwa tumbuhan pada kondisi yang normal atau tidak
ada cekaman akan dapat tumbuh dan berkembang secara optimal, sedangkan
tumbuhan pada kondisi yang tercekam akan terganggu metabolismenya sehingga
menginduksi sejumlah besar perubahan biokimia yang terkait dengan persinyalan
stres dan mengakibatkan pengaktifan jalur pertahanan yang melibatkan enzim
PAL. Contoh kondisi tumbuhan yang tercekam yaitu pada saat luka dan diinfeksi
jamur Curvularia andropogonis (Zimm.).

Pelukaan dan infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) dalam penelitian ini
dilakukan selama 8 jam untuk melihat respon ketahanan biokimia tanaman.
Penelitian terdahulu oleh Saia et al. (2019) menyebutkan bahwa metabolik seperti
asam amino, asam lemak, asam organik, fenolik, dan gula akan memunculkan
respon biokimia akibat cekaman setelah 8 jam. Sependapat dengan penelitian
tersebut, hasil pengamatan daun Cymbopogon nardus L. yang dilukai dan
diinfeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) mengalami perubahan morfologi
akibat dari respon biokimia tanaman sebagai mekanisme ketahanan terhadap
cekaman.

Pelukaan daun pada penelitian ini dilakukan dengan menggunting ujung daun
sepanjang 2 cm menggunakan gunting steril, hal ini bertujuan untuk memantau
respon enzim PAL karena efek luka (dari cekaman abiotik) bukan dari infeksi
patogen (Solekha et al., 2019). Cekaman pelukaan ini diasumsikan paling
signifikan dibandingkan dari cekaman abiotik lain sebagai pembanding terhadap
cekaman biotik infeksi patogen. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa daun
Cymbopogon nardus L. yang dilukai mengalami kecoklatan atau browning di
bagian ujungnya (Gambar 4.3 (b)). Sependapat dengan Hu et al. (2022) dalam
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penelitiannya tentang Biosynthesis of Phenolic Compounds and Antioxidant
Activity in Fresh-Cut Fruits and Vegetables bahwa metode pelukaan adalah
metode yang efektif untuk meningkatkan kandungan fenolik buah dan sayuran,
semakin besar luka pada buah dan sayuran maka semakin besar intensitas
kerusakan sel sehingga perubahan fisiologis dan biokimia lebih signifikan.
Perubahan dan reaksi fisiologis ini akan menyebabkan reaksi metabolisme yang
cepat seperti peningkatan respirasi, terutama dalam akumulasi fenolat. Penelitian
terdahulu oleh Rismayanti dan Nafi’ah (2021) menyebutkan bahwa luka pada
tumbuhan akan memacu stres dan menyebabkan aktivitas enzim PAL serta
produksi fenilpropanoid meningkat yang berakibat pada degradasi klorofil
sehingga terjadi perubahan warna coklat atau browning. Perubahan warna tersebut
melibatkan dua jalur utama, yaitu jalur phenilpropanoid dan polifenol oksidase
(PPO) (Hunter et al., 2017). PPO mengkatalisator senyawa fenolik menjadi
kuinon, selanjutnya kuinon bereaksi dengan asam amino dan protein untuk
menghasilkan pigmen warna (pencoklatan). Oleh karena itu, peningkatan aktivitas
PAL karena cekaman luka tidak hanya meningkatkan senyawa fenolik tetapi juga
meningkatkan aktivitas PPO untuk merangsang pencoklatan atau browning.
Infeksi jamur Curvularia andropogonis (Zimm.) pada penelitian ini dilakukan
dengan metode guntingan daun dan metode celup. Ujung daun digunting
sepanjang 2 cm kemudian dicelupkan ke dalam botol preparasi kaca yang berisi
suspensi jamur Curvularia andropogonis (Zimm.) dengan kerapatan konidia 10>
CFU/ml selama 8 jam. Pengguntingan ujung daun dimaksudkan agar jamur
Curvularia andropogonis (Zimm.) mudah masuk dan menginfeksi daun melalui
pelukaan yang disengaja serta pencelupan ke dalam suspensi jamur, sehingga
diasumsikan bahwa kedua metode ini akan menguntungkan untuk diterapkan
karena penginfeksian ke daun yang lebih mudah serta suspensi yang dibutuhkan
lebih sedikit. Sejalan dengan Sastrahidayat (2019), bahwa jamur dapat menyerang
jaringan daun melalui penetrasi secara langsung, tetapi apabila terdapat luka pada
tanaman maka proses infeksi akan lebih mudah. Menurut (Kaur et al., 2022),
jamur menyerang tanaman melalui pelekatan apresorium dengan permukaan

tanaman pada tekanan turgor yang tinggi sehingga memacu PAMP untuk
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mengaktivasi respon imun bawaan dengan membentuk papilla. Selanjutnya
apresorium yang telah masuk akan berdiferensiasi menjadi hifa dan haustoria
yang menyebabkan kerusakan protein dan DNA yang dipicu oleh DAMP dengan
produksi Reactive Oxigen Species (ROS) yang mengaktivasi enzim-enzim sebagai
mekanisme ketahanan. Berdasarkan pengamatan, daun Cymbopogon nardus L.
yang diinfeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) memunculkan bercak-bercak
kecil berwarna merah yang menyatu dan memanjang dari ujung daun (Gambar 4.3
(c)). Hal ini sejalan dengan Vandana et al., (2020) dalam penelitiannya yang
mengungkapkan bahwa infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) terhadap
Cymbopogon flexuosus memunculkan gejala berupa bercak kecil berwarna coklat
kemerahan dan berbentuk lingkaran sampai bulat telur yang kemudian menyatu
dan membesar menjadi bercak-bercak panjang di sepanjang ujung serta tepi daun
menyebabkan seluruh daun menjadi kering dan mati. Penelitian terdahulu oleh
Suganda dan Wulandari (2018) tentang sawi yang terserang Curvularia sp.
mengemukakan bahwa perubahan warna kuning pada daun sawi yang terinfeksi
Curvularia sp. disebabkan karena jamur ini memproduksi toksin sebagai alat
patogenisitasnya. Toksin ini diasumsikan memiliki aktivitas dalam mendegradasi
klorofil daun sehingga menyebabkan daun berubah warna menjadi kuning dengan
bercak-bercak kecil berwarna hitam.
4.2.4 Pengaruh Luka dan Infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) Terhadap
Kadar Protein

Kadar protein adalah konsentrasi protein total dalam suatu larutan (mg/ml)
(Estrada dkk., 2018). Pada penelitian ini, kadar protein diukur menggunakan
metode Bradford dengan standar BSA. Menurut Estrada dkk. (2018), prinsip
metode Bradford yaitu didasarkan pada pengikatan zat warna Commassie Briliant
Blue (CBB) dengan protein yang mengandung residu asam amino sampai rantai
aromatik (fenilalanin, triptofan, dan tirosin) atau basa (arginin, histidin, dan
leusin) yang dapat diukur nilai absorbansinya dengan membentuk kompleks
berwarna biru pada panjang gelombang 595 nm menggunakan spektrofotometri
UV-Vis. Penelitian terdahulu oleh Aziz dkk. (2021) juga menggunakan metode ini

dengan panjang gelombang 595 nm untuk menghitung kadar protein dalam
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penelitiannya tentang peningkatan kadar capsaicin tanaman Capsicum annuum
cv. Lado pada kondisi kekeringan menggunakan kitosan.

Berdasarkan grafik pada Gambar 4.4, cekaman luka dan infeksi Curvularia
andropogonis (Zimm.) berpengaruh nyata terhadap kadar ekstrak protein daun
Cymbopogon nardus L setelah diuji statistik. Daun normal memiliki kadar ekstrak
protein tertinggi dengan rata-rata sebesar 0,123 mg/ml, diikuti daun luka sebesar
0,081 mg/ml, dan daun infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) sebesar 0,042
mg/ml. Hal ini mungkin disebabkan karena daun yang dilukai dan diinfeksi
mengalami stres akibat cekaman biotik dan abiotik sehingga metabolisme
proteinnya terhambat dan kadar ekstrak proteinnya mengalami penurunan. Ketika
berada dalam cekaman, kadar protein pada tanaman akan lebih banyak digunakan
tanaman sebagai bentuk pertahanan terhadap cekaman luka dan infeksi
Curvularia andropogonis (Zimm.) sehingga nilainya akan lebih kecil
dibandingakan kadar protein daun normal. Sependapat dengan Marwa (2012)
dalam penelitiannya tentang infeksi jamur Fusarium oxysforum f. sp cubense
(FOC) terhadap pisang jantan bahwa pisang jantan yang normal memiliki kadar
protein sebesar 1,828 g/L sedangkan pisang jantan yang telah diinfeksi jamur
Fusarium oxysforum f. sp cubense (FOC) selama 24 jam memiliki kadar protein
sebesar 1,750 g/L, penurunan kadar protein ini disebabkan oleh rusaknya dinding
sel tumbuhan akibat infeksi jamur sehingga mekanisme kerja tumbuhan
terganggu, salah satunya yaitu metabolisme protein.

Kadar protein daun yang diinfeksi Curvularia andropogonis (Zimm) lebih
rendah dibandingkan daun yang dilukai, hal ini dimungkinkan karena komponen
protein tidak hanya digunakan untuk pertahanan terhadap luka tetapi juga
digunakan untuk menghambat pertumbuhan dan perkembangan jamur Curvularia
andropogonis (Zimm.) atau melakukan serangan balik. Sejalan dengan Maftuhah
(2014) dalam penelitiannya tentang konsentrasi protein tanaman kedelai setelah
terinfeksi CPMMV (Cowpea Mild Mottle Virus) mengungkapkan bahwa
penurunan konsentrasi protein disebabkan karena penggunaan komponen protein,
seperti enzim, asam amino, dan ribosom untuk sintesis protein virus yang

mengakibatkan penurunan pada sintesis protein tanaman. Penelitian terdahulu
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oleh Hanif dkk. (2012) menyebutkan bahwa tanaman yang terinfeksi jamur akan
memanfaatkan enzim Kkitinase untuk mendegradasi kitin (komponen utama
dinding sel jamur).

Kadar protein pada daun Cymbopogon nardus L. dalam penelitian ini
merupakan ekstrak kasar protein, dimana tidak semua protein merupakan enzim.
Oleh karena itu, perlu dilakukan perhitungan melalui perbandingan nilai aktivitas
enzim PAL (U/ml) dengan kadar protein (mg/ml) untuk mengetahui nilai aktivitas
spesifik enzim PAL (U/mg).

4.2.5 Pengaruh Luka dan Infeksi Curvularia andropogonis  (Zimm.)
Terhadap Aktivitas Enzim Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL)

Aktivitas enzim adalah banyaknya reaksi yang mampu dikatalis oleh enzim
menjadi produk dalam periode waktu tertentu. Satu unit aktivitas enzim
dinyatakan sebagai banyaknya enzim yang dapat membebaskan 1 pumol substrat
per menit pada kondisi yang optimum (Pratama dkk., 2020).

Pada penelitian ini dilakukan uji aktivitas enzim PAL menggunakan
spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 280 nm dengan asam sinamat
sebagai larutan standar pada konsentrasi 2, 4, 6, 8, dan 10 pg/ml untuk
menganalisis ketahanan tanaman Cymbopogon nardus L. setelah pelukaan dan
infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.). Sejalan dengan Kaur et al. (2022),
bahwa enzim PAL berperan penting dalam mekanisme ketahanan tanaman, enzim
ini  merupakan enzim utama dalam metabolisme phenilpropanoid yang
mengkatalisasis prekusor fenilalanin dari jalur asam shikimat menjadi senyawa
asam trans sinamat. Asam trans sinamat merupakan senyawa intermediet yang
digunakan untuk membentuk berbagai metabolit sekunder seperti turunan asam
benzoat dan turunan senyawa fenol, dimana senyawa-senyawa ini nanti akan
berperan penting dalam pertahanan tanaman. Oleh karena itu, pengukuran
konsentrasi asam trans sinamat perlu dilakukan dalam penentuan aktivitas enzim
PAL.

Berdasarkan tabel data konsentrasi asam sinamat dalam ekstrak kasar protein
daun Cymbopogon nardus L. (Lampiran 9) menunjukkan bahwa luka dan infeksi

Curvularia andropogonis (Zimm.) berpengaruh nyata terhadap konsentrasi asam
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sinamat. Daun Cymbopogon nardus L. yang normal memiliki konsentrasi asam
sinamat terendah sebesar 1,956 — 2,062 pg/ml, diikuti daun luka sebesar 2,402 —
2,432 pg/ml, dan daun infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) sebesar 3,732 —
3,778 pg/ml. Hal ini sejalan dengan Parnidi dkk. (2021) bahwa tanaman yang
mengalami gangguan stres dapat menstimulasi metabolisme senyawa fenol.
Senyawa fenol dibentuk sebagai respon tanaman ketika luka yang ditunjukkan
dengan peningkatan sintesis turunan-turunan asam sinamat.

Konsentrasi asam sinamat yang diperoleh selanjutnya disubstitusikan ke
dalam rumus untuk menghitung aktivitas enzim. Berdasarkan grafik pada
Gambar 4.5, cekaman luka dan infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.)
berpengaruh nyata terhadap aktivitas enzim PAL daun Cymbopogon nardus L
setelah diuji statistik. Daun normal memiliki nilai aktivitas enzim terendah dengan
rata-rata sebesar 0,0027 U/ml, kemudian mengalami peningkatan setelah dilukai
menjadi 0,0033 U/ml dan terus mengalami peningkatan setelah diinfeksi
Curvularia andropogonis (Zimm.) menjadi 0,0051 U/ml. Meskipun perlakuan
luka mengalami peningkatan nilai aktivitas enzim PAL, tetapi peningkatannya
tidak setinggi perlakuan infeksi. Hal ini diasumsikan karena perlakuan infeksi
juga mendapatkan perlakuan pelukaan daun sebelumnya sehingga cekaman yang
didapat lebih tinggi dan tingkat kerusakannya lebih besar dimana akan memacu
pembentukan senyawa fenolik yang lebih tinggi. Luka menginduksi perubahan
biokimia pada tanaman Cymbopogon nardus L. yang terkait dengan persinyalan
stres dengan mengaktifkan jalur pertahanan yang melibatkan enzim PAL dalam
merangsang pencoklatan. Sementara infeksi pada tanaman akan menginduksi
SAR yang mencakup akumulasi protein PR dan asam salisilat sebagai respon
yang lebih cepat terhadap serangan patogen dengan menghambat perkembangan
konidium. Sejalan dengan Solekha et al. (2019) dalam penelitiannya tentang
aktivitas enzim PAL yang mengalami peningkatan secara signifikan dalam
mekanisme resistensi padi hitam setelah diinfeksi Xanthomonas oryzae pv.
Oryzae. Sependapat dengan Kaur et al. (2021) dalam penelitiannya, bahwa
aktivitas enzim PAL pada daun kultivar resisten genotipe barley meningkat

terhadap infeksi Bipolaris sorokiniana. Penelitian lain oleh Marwa (2012)
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mengemukakan bahwa infeksi jamur Fusarium oxysforum f. sp cubense (FOC)
terhadap pisang jantan menyebabkan kenaikan aktivitas enzim PAL. Penelitian-
penelitian tersebut menunjukkan bahwa ekspresi PAL yang berlebih pada
tanaman mengindikasikan ketahanan tanaman yang tinggi terhadap cekaman
(Kaur et al., 2022). Ketika tanaman berada dalam cekaman biotik maupun abiotik
maka akan mengalami peningkatan senyawa fenol yang melibatkan enzim PAL
sebagai respon awal ketahanan tanaman (Perangin-Angin dkk., 2019).

Nilai aktivitas enzim PAL yang diperoleh selanjutnya digunakan untuk
menentukan nilai aktivitas spesifik enzim PAL (Lampiran 9), dapat dilihat bahwa
aktivitas spesifik enzim PAL memiliki pola yang sama dengan nilai aktivitas
enzim PAL (unit/ml) atau sebanding, tetapi berbanding terbalik dengan kadar
protein (unit/mg) (Gambar 4.6). Dari grafik ini juga dapat dilihat uji statistik yang
menunjukkan bahwa cekaman luka dan infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.)
berpengaruh nyata terhadap aktivitas spesifik enzim PAL daun Cymbopogon
nardus L setelah diuji statistik. Aktivitas spesifik enzim PAL daun yang diinfeksi
Curvularia andropogonis (Zimm.) memiliki nilai tertinggi dengan rata-rata
sebesar 0,121 U/mg, diikuti daun yang dilukai sebesar 0,040 U/mg; dan daun
yang normal sebesar 0,022 U/mg. Daun yang diinfeksi memiliki nilai aktivitas
spesifik enzim PAL tertinggi karena kadar protein yang dimiliki bernilai kecil
sementara aktivitas enzim PAL bernilai tinggi. Sejalan dengan pendapat Hapsari
dkk. (2021), bahwa perbedaan aktifitas spesifik enzim dipengaruhi oleh dua faktor
yaitu aktivitas enzim (U/ml) dan kadar protein (U/mg). Nilai aktivitas spesifik
enzim yang tinggi mengindikasikan bahwa enzim tersebut murni dan semakin
efisien enzim tersebut bekerja, hal ini dikarenakan kadar protein (mg) semakin
kecil, tetapi laju reaksinya tetap sama atau meningkat karena berkurangnya
interferensi dari inhibitor enzim. Penelitian terdahulu oleh Purba dkk. (2020)
menyebutkan bahwa aktivitas enzim yang tinggi belum tentu menghasilkan
aktivitas spesifik yang tinggi tergantung pada kadar protein yang dihasilkan
dikarenakan aktifitas spesifik diperoleh dari perbandingan aktivitas enzim dengan
kadar protein, sehingga semakin besar kadar protein maka aktivitas spesifik enzim

akan semakin kecil. Penelitian lain oleh Herasari dkk. (2022) juga menyebutkan
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bahwa aktivitas spesifik enzim dipengaruhi oleh kadar protein, semakin tinggi
aktivitas spesifik enzim maka semakin tinggi kemurnian enzim tersebut. Hal ini
menunjukkan terjadinya pemisahan protein lain yang tidak diinginkan, penurunan
kadar protein dan peningkatan aktivitas enzim mengindikasikan bahwa kemurnian

enzim yang diperoleh semakin meningkat.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Nilai aktivitas spesifik enzim PAL daun Cymbopogon nardus L. memiliki
perbedaan yang signifikan diantara kelompok normal, luka, dan infeksi
Curvularia andropogonis (Zimm.) dikarenakan enzim PAL berkontribusi pada
mekanisme ketahanan tanaman Cymbopogon nardus L. setelah luka dan infeksi
Curvularia andropogonis (Zimm.) dengan meningkatkan nilai aktivitasnya. Nilai
aktivitas spesifik enzim PAL daun normal memiliki rata-rata sebesar 0,022 U/mg,
daun luka sebesar 0,040 U/mg, dan daun infeksi sebesar 0,121 U/mg.

5.2 Saran
Dengan melihat simpulan di atas, maka ada beberapa saran dari peneliti yakni
sebagai berikut:
1. Bagi Akademik
Sebaiknya lebih menggali lagi mengenai ilmu pengetahuan khususnya
mengenai respon enzim-enzim ketahanan tanaman dalam metabolisme
ketahanan awal tanaman Cymbopogon nardus L. terhadap cekaman abiotik
pelukaan dan cekaman biotik dari serangan jamur.
2. Bagi Peneliti
Perlu dilakukan analisis terhadap senyawa metabolit sekunder lain yang
terlibat dalam sistem ketahanan tanaman sebagai pembanding.
3. Bagi Peneliti Selanjutnya
Perlu dilakukan pembandingan dengan penelitian terhadap jenis serai wangi

yang lain.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Pembuatan Greenhouse

Greenhouse tampak luar:
terbagi menjadi 2 ruang dengan masing-masing ruang memiliki pintu. Ruang 1
berdinding waring hijau untuk perlakuan normal dan luka, sementara ruang 2
berdinding plastik UV untuk perlakuan infeksi

Lot

Greenhouse tampak dalam:
Memiliki sekat antara 2 ruang yang terbuat dari plastik UV



Lampiran 2. Persiapan Media Tanam dan Uji Kesehatan Benih
A. Persiapan Media Tanam

dia tanah ang diguakanaalah
tanah sawah

Pot yang digunakan adalah ember Media tanam berisi campuran
yang telah dilubangi bagian bawahnya tanah, pupuk kandang (kotoran
kambing), dan sekam bakar
dengan perbandingan 1:1:1

B. Uji Kesehatan Benih

3 - ) EJA V,,"L e 4

Nampan dialasi dengan  penataan benih untuk ~ Diambil tanaman yang

kapas dan tisu yang sudah  diinkubasi di bawah tidak terserang jamur
dibasahi aquadest steril sinar NUV



Tabel Uji Kesehatan Benih Cymbopogon nardus L.

Parameter fisik

Bersih (bebas dari kotoran

Bercak

Keriput

Serat

Mulus

Benih
ke-

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32

33
34

35

36
37

38
39
40




Lampiran 3. Penanaman dan Pemeliharaan Cymbopogon nardus L.

A. Penanaman

€ > Ky
e §

Benih tanaman: Penanaman dalam 1 pot yaitu 3 benih, dengan
Cymbopogon nardus L. penataan dalam greenhouse terdiri dari 3
varietas Sitrona Agribun 2 ulangan ditambah 1 cadangan untuk setiap
dari BALITRO perlakuannya

B. Pemeliharaan

] § VAR .
g &Gy /

Penyiraman tanaman Pemupukan setelah 10 hari penanaman:
setiap sehari sekali pupuk urea 75 kg/ha, KCI 60 kg/ha, dan
phospat 60 kg/ha



Lampiran 4. Pembiakan Curvularia andropogonis (Zimm.)

=

/7% =
DA: metode streak plate

A g 74 :
Isolasi Curvularia andropogonis (Zimm.) ke media P

Hasil biakan Curvularia andropogonis Hasil biakan Curvularia
(Zimm.) secara makroskopis andropogonis (Zimm.) secara
mikroskopis

Hasil isolasi Curvularia andropogonis Zimm. dari daun Cymbopogon nardus L.
untuk validasi



Lampiran 5. Perhitungan Konsentrasi Jamur Curvularia andropogonis

(Zimm.) dengan Menggunakan Haemocytometer

-
TR i
i t’lt:;:o:)'t‘»"'«:n‘;u’.: "
umm. (0 ‘0
e

d '1"'»3‘.'anm”l’f'
| ‘h NI

010 “'.“.

Penimbangan 10_gﬁ5mur Metode pengenceran seri 107>

untuk disuspensikan ke 90 ml
aquadest steril

Perhitungan kerapatan Pengamatan mikroskopis kerapatan jamur
konidia dengan Curvularia andropogonis (Zimm.)
haemocytometer
Tabel Data Perhitungan Kerapatan Jamur Curvularia andropogonis (Zimm.)
Suspensi Jumlah Konidia
Kotak 1 | Kotak 2 | Kotak 3 | Kotak4 | Kotak5 | Jumlah
Total
1071 87 114 102 96 99 498
1072 51 39 32 66 43 231
1073 7 9 10 21 12 59
10~* 2 3 6 4 3 18
107° 2 1 3 1 0 7
Tabel Data Perhitungan Konsentrasi Jamur Curvularia andropogonis (Zimm.)
Suspensi 1071 1072 1073 10~* 107°
Konsentrasi | 2,49x 107 | 1,15x 107 | 2,95x 10° 9x 10° 8,75x 10*
CFU/ml

Keterangan: Angka yang dicetak tebal merupakan konsentrasi jamur yang
digunakan untuk infeksi.



Lampiran 6. Pelukaan dan Infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.) serta
Pengambilan Sampel

A. Pelukaan dan Infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.)

-\ =~ r

Pelukaan dengan menggunting ujung
daun dengan metode celup ke suspensi jamur

B. Pengambilan Sampel

No. Perlakuan Daun Gambar
1. | Normal B

2. Luka

3. | Infeksi Curvularia andropogonis (Zimm.)




Lampiran 7. Ekstraksi PAL

Pelisisan sampel daun menggunakan nitrogen cair

Pembuatan buffer borat 0,2 M pH 8,8

massa 1000
M = Dassa 1000

Mr
02M=

massa 1000 ml

61,83 g/mol 50 ml
0,2 M x61,83—L-x50 ml
massa =

1000 ml

massa = 0,6183 g
(0,6183 gr asam borat dalam 50 ml aquabidest)

pH 8,8

Sentrifugasi ekstrak daun paé 12.000 g pada suhu 4°C selama 15 menit




Lampiran 8. Perhitungan Kadar Protein
A. Pembuatan Larutan Standar BSA

| 00120,

Pembuatan stok BSA 100 pg/ml dengan Pengenceran stok BSA100 pg/ml
menimbang 0,01 g BSA menjadi variasi konsentrasi 2, 4,
6, 8, dan 10 pg/ml

A.1 Pembuatan Larutan Stok BSA 100 pg/ml

100 0,1m 10 m
100 pg/ml = ——L8 —2-T8 - T8
1ml 1ml 100 ml

Larutan BSA 100 pg/ml dibuat dengan mengambil 10 mg atau 0,01 gram
padatan BSA kemudian dilarutkan dengan 100 ml aquadest
A.2 Pembuatan Larutan Standar BSA dari Stok BSA 100 pg/ml
Diketahui: Larutan stok BSA (M1) = 100 pg/ml, Volume (V2) = 10 ml
Rumus: M1 x V1 = M2 x V2
a) Larutan Standar BSA Konsentrasi 2 pg/mi
100 pg/ml x V1 =2 pg/ml x 10 ml

_ 2x10
~ 100

(Diambil 0,2 ml stok BSA + aquadest sampai 10 ml)
b) Larutan Standar BSA Konsentrasi 4 pg/ml
100 pg/ml x V1 =4 pg/ml x 10 ml

vi=22m1=04ml
100

V1

ml =0,2 ml

(Diambil 0,4 ml stok BSA + aquadest sampai 10 ml)
¢) Larutan Standar BSA Konsentrasi 6 pg/ml
100 pg/ml x V1 =6 pg/ml x 10 ml

6X10
100

V1=

ml =0,6 mi



(Diambil 0,6 ml stok BSA + aquadest sampai 10 ml)
d) Larutan Standar BSA Konsentrasi 8 pug/ml
100 pg/ml x V1 =8 pg/ml x 10 ml

8X10
100

(Diambil 0,8 ml stok BSA + aquadest sampai 10 ml)

V1=

ml =0,8 ml

e) Larutan Standar BSA Konsentrasi 10 pg/ml
100 pg/ml x V1 =10 pg/ml x 10 ml

10%X10
100

V1= ml=1ml

(Diambil 1 ml stok BSA + aquadest sampai 10 ml)
B. Kurva Standar BSA untuk Perhitungan Kadar Ekstrak Kasar Protein

Daun Cymbopogon nardus L.

WL: 595.0 nm 100.0 T2

Blanko BSA2 pug/ml

863  Abs

Quant itafl JOyant i

Daun Normal 1 " Daun Normal 2

Daun Normal 3 Daun Luka 1




Dun Infeksi 3

Daun Luka 3

0.293 Abs

Tabel Data Konsentrasi dan Absorbansi BSA untuk Mengukur Kadar Ekstrak
Kasar Protein Daun Cymbopogon nardus L.

Konsentrasi BSA Absorbansi
(ng/ml) 1 2 3 Rata-Rata
Blanko 0 0 0 0 0
1 2 0,019 0,020 0,020 0,020
2 4 0,031 0,035 0,035 0,034
3 6 0,051 0,050 0,051 0,051
4 8 0,063 0,063 0,062 0,063
5 10 0,075 0,075 0,076 0,075
Kurva Standar BSA
0.10-
7 0.08+ y = 0.007x + 0.0069
i R2 =0.9953
7 0.06-
E
= 0.04-
2
0.02-
0-00 | | L ] 1
0 2 4 8 10 12

Konsentrasi (ng/ml)

Gambar Kurva Standar BSA




Tabel Data Absorbansi dan Kadar Protein Ekstrak Kasar Daun Cymbopogon
nardus L. dengan standar BSA

Serai | Ulangan Absorbansi Kadar Protein
Wangi ke- 1 2 3 Rata- (mg/ml)
rata

Normal 1 0,870 | 0,875 | 0,863 | 0,869 0,123
2 0,866 | 0,876 | 0,869 | 0,870 0,123
3 0,875 | 0,878 | 0,876 | 0,876 0,124

Luka 1 0,588 | 0,554 | 0,552 | 0,565 0,08
2 0,571 | 0,572 | 0,556 | 0,567 0,08
3 0,570 | 0,581 | 0,583 | 0,578 0,082

Infeksi 1 0,283 | 0,293 | 0,300 | 0,292 0,041
2 0,291 | 0,309 | 0,293 | 0,298 0,042
3 0,299 | 0,303 | 0,299 | 0,300 0,042

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukkan hasil yang
berbeda tidak nyata berdasarkan uji BNT a = 0,05

Tabel Data Uji Statistik Kadar Ekstrak Kasar Protein Daun Cymbopogon nardus

L.

Serai Wangi Kadar Protein (mg/ml)
Normal 0,1232 £ 0,001
Luka 0,081P + 0,001
Infeksi 0,042¢ £ 0,001

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukkan hasil yang
berbeda tidak nyata berdasarkan uji BNT a = 0,05




Lampiran 9. Penentuan Aktivitas Enzim PAL
A. Pembuatan Larutan Uji Enzim PAL
1.

B.

Pembuatan T

ris HCI (100 mM)

massa 1000
M = —
Mr .
massa 1000 m
0,1M=
121,14 g/mol 50 ml
0,1 M x121,14i1><20 ml
massa = o =0,24228 ¢

1000 ml

0,24228 g Tris dalam 20 ml aquabidest + HCI atau NaOH)
pH 8,5

2.

Pembuatan L

-Fenilalanin 10 mM

massa 1000
M= —_
Mr \% .
massa 1000 m
0,01 M= 5
165,2—=— 100 ml
mol
0,01 M x165,2i1x100m1
massa = o =0,1652 g

1000 ml

(0,1652 g L-fenilalanin dalam 100 ml aquabidest)

3.

Pembuatan HCL 6M

Diketahui: HCL 37% = 37 gr dalam 100 ml
Mr HCI =36,5 g/mol

massa 1000 37 1000 ml
Maka M = X = £ =10,14 M
Mr \% 36,5 g/mol 100 ml

Untuk mendapatkan HCL 6 M sebanyak 100 ml dari HCI
37%, maka rumus pengencerannya sebagai berikut:
V1xCl=V2xC2

100mlx6 M=V2x10,14 M

v2 =22 m

10,14

V2 =59 ml

Inkubasi Campuran Reaksi

|

Inkubasi campuran reaksi pada suhu 30°C selama 30 menit menggunakan

waterbath




C. Pembuatan Larutan Standar Asam Sinamat

Pembuatan stok Asam Sinamat 100 pg/ml  Pengenceran stok BSA100 pg/ml
dengan menimbang 0,01 g Asam Sinamat ~ menjadi variasi konsentrasi 2, 4,
6, 8, dan 10 pg/ml

C.1 Pembuatan Larutan Stok Asam Sinamat 100 pg/mi

_100pg _ 0,1mg _ 10mg
100 pg/ml = iml ~ 1ml  100ml

Larutan asam sinamat 100 pg/ml dibuat dengan mengambil 10 mg atau 0,01
gram asam sinamat kemudian dilarutkan dengan 100 ml aquadest
C.2 Pembuatan Standar Asam Sinamat dari Stok Asam Sinamat 100 pg/ml
Diketahui: Larutan stok Asam sinamat (M1) = 100 pg/ml
Volume (V2) = 10 mi
Rumus: M1 x V1 = M2 x V2
f) Larutan Standar Asam Sinamat Konsentrasi 2 pug/ml
100 pg/ml x V1 =2 pg/ml x 10 mi

2X10
100

V1=

ml =0,2 ml

(Diambil 0,2 ml stok asam sinamat + aquadest sampai 10 ml)
g) Larutan Standar Asam Sinamat Konsentrasi 4 pg/ml
100 pg/ml x V1 =4 pg/ml x 10 ml

vi=2Dm1=04ml
100

(Diambil 0,4 ml stok asam sinamat + aquadest sampai 10 ml)
h) Larutan Standar Asam Sinamat Konsentrasi 6 pug/ml
100 pg/ml x V1 =6 pg/ml x 10 ml

6X10
100

V1= ml=0,6 mi



(Diambil 0,6 ml stok asam sinamat + aquadest sampai 10 ml)
1) Larutan Standar Asam Sinamat Konsentrasi 8 pug/ml
100 pg/ml x V1 =8 pg/ml x 10 ml

8X10

V1— ml =0,8 ml

(Diambil 0,8 ml stok asam sinamat + aquadest sampai 10 ml)
J) Larutan Standar Asam Sinamat Konsentrasi 10 pg/ml
100 pg/ml x V1 =10 pg/ml x 10 ml

10%X10

V1= ml=1ml

(Diambil 1 ml stok asam sinamat + aquadest sampai 10 ml)
D. Kurva Standar Asam Sinamat untuk Perhitungan Kadar Ekstrak Kasar

Protein Daun Cymbopogon nardus L.

0.000 Abs

Daun Normal 3 Daun Luka 1
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Daun Luka 2

267 Abs

fb= 0.2¢

Daun Infeksi 3

Tabel Data Konsentrasi dan Absorbansi Asam Sinamat

Konsentrasi Asam Absorbansi
Sinamat (pg/ml) 1 2 3 Rata-Rata
Blanko 0 0 0 0
1 0,250 0,250 0,250 0,250
2 0,466 0,462 0,462 0,463
3 0,704 0,699 0,701 0,701
4 0,984 0,981 0,983 0,983
5 1 1,314 1,311 1,313 1,313
Kurva Standar Asam Sinamat
1.4
,..1'2- y=0.1323x + 0.0518
£1.04 R2=0.9921
2
£0.8+
2
-§ 0.6+
2
Z 0.4
0.2-
00 T 1 ] 1 1

2 4 6 8 10
Konsentrasi (ng/ml)

Gambar Kurva Standar Asam Sinamat




Tabel Data Absorbansi dan Konsentrasi Asam Sinamat dalam Ekstrak Kasar
Protein Daun Cymbopogon nardus L.

Serai Ulangan Absorbansi Konsentrasi Asam
Wangi ke- sinamat
1 2 3 Rata-rata ug/mi
Normal 1 0,230 | 0,231 | 0,255 0,222 2,039
2 0,217 | 0,220 | 0,225 0,221 2,0622
3 0,196 | 0,220 | 0,204 0,207 1,956
Luka 1 0,267 | 0,267 | 0,267 0,267 2,410°
2 0,265 | 0,265 | 0,267 | 0,266 2,402P
3 0,255 | 0,296 | 0,258 0,270 2,432P
Infeksi 1 0,422 | 0,452 | 0,452 0,442 3,732¢
2 0,452 | 0,443 | 0,443 0,446 3,763¢
3 0,444 | 0,448 | 0,451 0,448 3,778¢

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukkan hasil yang
berbeda tidak nyata berdasarkan uji BNT a = 0,05

Tabel Data Perhitungan Aktivitas Enzim PAL

Serai Wangi | Ulangan ke- Perhitungan Aktivitas Enzim (unit/ml)
Normal 1 2,039 y 12 0,0028
148 x 30 0,2
2 2,062 o 1,2 0,0028
148 x 30 0,2
3 1,956 o 1,2 0,0026
148 x 30 0,2
Luka 1 2,410 y 1,2 0,0033
148 x 30 0,2
2 2,402 o 1,2 0,0032
148 x 30 0,2
3 2,432 y 1,2 0,0033
148 x 30 0,2
Infeksi 1 3,732 y 12 0,005
148 x 30 0,2
2 3,763 o 1,2 0,0051
148 x 30 0,2
3 3,778 o 1,2 0,0051
148 x 30 0,2




Tabel Data Perhitungan Aktivitas Spesifik Enzim PAL

Serai Wangi |Ulangan ke- |Perhitungan |Aktivitas Spesifik Enzim (unit/mg)
Normal 1 0,0028 0,023
0,123
2 0,0028 0,023
0,123
3 0,0026 0,0021
0,124
Luka 1 0,0033 0,041
0,08
2 0,0032 0,040
0,08
3 0,0033 0,040
0,082
Infeksi 1 0,005 0,122
0,041
2 0,0051 0,121
0,042
3 0,0051 0,121
0,042

Tabel Data Aktivitas Enzim dan Aktivitas Spesifik Enzim PAL Daun
Cymbopogon nardus L.

Serai Ulangan ke- Aktivitas Enzim Aktivitas Spesifik Enzim
Wangi (U/ml) (U/mg)
Normal 1 0,0028 0,023

2 0,0028 0,023
3 0,0026 0,021
Luka 1 0,0033 0,041
2 0,0032 0,040
3 0,0033 0,040
Infeksi 1 0,005 0,122
2 0,0051 0,121
3 0,0051 0,121

Tabel Data Uji Statistik Aktivitas Enzim dan Aktivitas Spesifik Enzim PAL Daun
Cymbopogon nardus L.

Serai Wangi | Aktivitas Enzim (U/ml) | Aktivitas Spesifik Enzim (U/mg)
Normal 0,00272 + 0,0001 0,0222 + 0,001
Luka 0,0033" +0,0001 0,040° + 0,001
Infeksi 0,0051°¢ + 0,0001 0,121¢ £ 0,001

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukkan hasil yang
berbeda tidak nyata berdasarkan uji BNT a = 0,05



Lampiran 10. Jadwal Pelaksanaan Penelitian

Tahap Penelitian (2023)

Februari

Maret

April

Mei

Pembuatan greenhouse

Persiapan media tanam

112 |3

4

2

3

Uji kesehatan benih

Penanaman dan
pemeliharaan
Cymbopogon nardus L.

Pembiakan Curvularia
andropogonis (Zimm.)

Perhitungan Konsentrasi
Jamur Curvularia
andropogonis (Zimm.)

Pelukaan dan Infeksi
Curvularia andropogonis
(Zimm.)

Pengambilan sampel

Ekstraksi enzim PAL

Perhitungan total protein

Penentuan aktivitas enzim
PAL




