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ABSTRACT

Increased production of reactive oxygen speciesor ROS isone of the common responsesto a wide
range of biotic and abiotic stresses. Increased production of ROS is outstripping endogenous
antioxidant defense systems has been referred to as oxidative stress. Heavy metals are known to
initiate ROS generation which is implicated as a oxidative stress. Cr is a toxic heavy metal that
can generate ROSlike H,0, and O, which cause oxidative stress. In this study, chromiumtoxicity
was studied to detect the oxidative stress on Sonchus oleraceus weed plants by the detection of
superoxide anion and H,O,. Superoxide anion was detected by staining techniques with nitroblue
tetrazolium (NBT) and hydrogen peroxide by Diaminobenzdinetetrahydrochl oride (DAB) staining.
Results indicated that the plants were grown in sand media generate the highest (0.89 A/lg FW
and 3.23 mol/g FW) than in soil media (0.23 A/g FW and 2.11 mol/g FW) superoxide anion (*O))
and H,0, and soil containing textile sludge (0.18 A/g FW and 2.66 mol/g FW), respectively. At
application of 10 mg Cr®/L and 250 mg Cr*/L, the production of *O,and H,O, in leaves of
sonchus plants were significantly increased compared with the control plants. The highest
production of H,O, and *O, were showed in the leaves of sonchus plants grown in sand media
with Cré* application. Inthisstudy, either Cr® or Cr®* caused oxidative stressin Sonchusoleraceus
weed plants. The result also showed that sonchus plants esposed to toxic Cr can suffer from
oxidative stress leading to reduction of its fresh and dry plants biomass. NBT and DAB in an
appropriate probe and significant value for monitoring the formation of *O-, and H,O, in plants.
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PENDAHULUAN

Pencemaran logam berat salah satunya krom di
lingkungan akibat pembuangan limbahindustri dan
penggunaan pupuk serta pestisidasintetis secara
berlebihan akan memberikan dampak terhadap
muncul nyacekaman oks datif terhadap kehidupan
tanaman. Salah satu logam berat yang bersifat
toksik terhadap tanaman adal ah krom yang dapat
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menimbulkan cekaman oksidatif. Adanyacekaman
oksidatif pada tanaman dapat menghambat per-
tumbuhan dan perkembangan, menurunkan pro-
duktivitas bahkan dapat menyebabkan kematian.
Salah satu faktor yang mempengaruhi toksisitas
krom terhadap pertumbuhan tanaman adalah
mediatanam, karenasifat fisik, kimiadan biologi
dari mediatanam mempunyai peran pentingdalam
prosestransformasi Cr dari bentuk toksik menjadi
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bebas dalam bentuk species oksigen reaktif (ROS)
sebagal hasil samping dari metabolisme aerob
yang berlangsung di berbaga kompartemen seluler
seperti dinding sel (peroksidase dan poliamin
oksidase), sitoplasma, peroksisom (xanthin
oksidase), mitokondriadan kloroplas (K umar dkk.,
2014; Vianello dkk., 2007; Md eckadkk., 2009).
Pembentukanion-ion radika bebas seperti ROS
akan mengalami peningkatan apabila tanaman
mengalami cekaman baik abiotik maupun biotik.
Akumulasi ion radikal bebasdaam bentuk ROS
padakonsentras tinggi akan merusak komponen-
komponen seluler dan makromolekul termasuk
membran plasma, asam nukleat dan protein.
Pembentukan ROS juga mempunyai fungsi
sebagai efektor dan regulator dalam proses
kematian sel terprogram (Malecka dkk., 2014).
Sdanitu, pembentukan ROS dalam jumlah sangat
besar pada sel/jaringan tumbuhan juga dapat
dijadikan sebagai indikator adanya cekaman
oksidatif yang dapat mengancam kelangsungan
kehidupan tumbuhan.

Logam berat pada umumnya menginduksi
pembentukan ROS baik secaralangsung maupun
melalui reaksi redoks. Krom merupakan logam
yang bersifat non-redoksdantidak terlibat dalam
reaks Fenton, namundari hasil pendlitian Shi dan
Dald (1989) dilaporkan bahwaCr dapat berperan
dalam reaksi Fenton, dibuktikan bahwa Cr
memiliki karakter redoks. Berdasarkan hasil
penelitiannya Strile, dkk. (2003) jugadilaporkan
bahwa Cré*dan Cr®* secarakatdlitik bersifat aktif
danmemiliki kemampuan untuk membentuk ROS
seperti radikal hidroksil (OH"). Aktivitaskatalitik
Cr®* lebih tinggi dalam sistem reaksi Fenton
dibandingkan dengan logamyang lain seperti Co?,
Cd#, Zn?*, Mn?*, dan Fe*, tetapi lebih rendah
dibanding Cu?*. Reaktivitaskrom dapat disebabkan
olehinteraksinyadengan gluthation, NADH dan
H,O,, pembentuk radikal-radikal OH- di dalam
sistem bebas sel (Shi dan Daldl, 1989). Pem-
bentukanH,0O,, OH" dan * O, padakondisi stress
kromtel ah banyak ditunjukkan padaberbagai jenis
tumbuhan, dan memunculkan terjadinya stress
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oksidatif yang mengakibatkan kerusakan pada
DNA, protein dan pigmen, serta menginisiasi
terjadinya peroksidas lipid (Panda dan Patra,
2000; Panda, 2003).

Diantara ion-ion radikal bebas yang tergolong
dalam ROS, anion superoksida dan H,O,
merupakan dua species oksigen reaktif yang
penting sebagai indikator adanya kerusakan atau
toksisitas di dalam sel, serta sebagai indikator
munculnyareaks pertahanan terhadap berbagai
kondis cekaman lingkungan. Olehkarenaitu perlu
dikembangkan metode untuk penentuan kadar
kedua speciesoksigen reaktif tersebut. Beberapa
metode yang tel ah diterapkan adalah mengguna-
kan probe spin superoksida-spesifik seperti assay
dengan chemiluminescence, fluorescence dan
spektrofotometer (Shulaev dan Oliver, 2006).
Pengembangan metode deteks secaralangsung
ROS secara in vivo dengan metode histokimia
dapat dilakukan menggunakan ROS tracer dye
yaitu nitroblue tetrazolium (NBT) untuk *Or,
dan 3,3 Diaminobenzdine (DAB) untuk H,0,.
NBT dan DAB berfungsi sebagai substrat
chromogenic, dan hasil reaksi warna yang
terbentuk dapat diamati menggunakan mikroskop.
Penelitian bertujuan untuk mendeteksi adanya
cekaman oksidatif akibat toksisitas krom pada
gulma Sonchus oleraceus pada media tanam
yang berbeda melalui penentuan kadar * O, dan
H,0, secara spektrofotometri dan histokimia.

METODE PENELITIAN

Penelitian dilakukan secara eksperimental
menggunakan bahan gulma Sonchus oleraceus
yang diperoleh dari daerah Getasan, Kabupaten
Semarang, adapun penanaman dilakukan meng-
gunakan 3 media pertumbuhan meliputi pasir
steril, tanah pertanian, dan tanah mengandung
limbah dudgetekstil yang diperoleh dari salah satu
industri tekstil di Salatiga dengan perbandingan
1:1 (tanah:sludge tekstil). Pemberian perlakuan
krom dalam duabentuk spesies Cré* dalam bentuk
senyawa K _Cr,O, dan Cr** dalam bentuk senyawa
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CrCl, dengan konsentrasi 0 mg Cr/L (sebagai
kontral), 5 mg Cr/L untuk Cr®, serta250 mg Cr/
L untuk Cr®. Perlakuan Cr diberikan sebanyak
250 ml dengan konsentrasi sesuai perlakuan pada
media tanam sebanyak 750 mg. Perlakuan Cr
dilarutkan dalam pupuk cair lengkap dan
disiramkan pada media tanam, serta dibiarkan
selama 2 hari sebelum ditanami Sonchus
oleraceus. Setelah 2 hari, gulma Sonchus
oleraceusumur 3 minggu ditanam pada masing-
masing media kontrol dan perlakuan Cr.
Penanaman dilakukan sampai gulmasS ol eraceus
berumur £ 3 bulan. Rancangan penelitian yang
digunakan adalah RAK (rancangan acak kelom-
pok) faktorial dengan 2 faktor perlakuan Cr dan
jenis media tanam. Setiap perlakuan dengan 10
ulangan, setiap unit percobaan terdiri dari 1 gulma
sonchus.

Pengamatan pertumbuhan tanaman berdasarkan
pada penentuan biomassa basah dan kering.
Akumulasi Cr di dalam tanaman ditentukan
melalui pengukuran kandungan Cré* dan Cr total.
Kandungan Cr¢* dalam tanaman ditentukan
secara spektrofotometris menggunakan metode
difenilkarbasid melalui pembacaan nilai serapan
pada panjang gel ombang 540 nm (Sharma dkk.,
2011), sedangkan Cr total ditentukan denganAAS
(spektrofotometer serapan atom dengan pem-
bacaan nilai serapan pada panjang gelombang
357,87 nm). Cekaman oksidatif akibat perlakuan
Cr padatanaman S ol eraceusditentukan melalui
pengukuran level *O, dan H,0, yang terbentuk
secara spektrofotometris menggunakan sampel
pucuk. Penentuanlevel H,O, di dalam sel menurut
metode Sergiev (1997) yang digunakan Bouazi zi
dkk. (2007), sedangkan *O-, dengan metode
Kumar dkk. (2014) dan Malecka dkk. (2014).
Deteks * O, yang terbentuk padadaun dilakukan
secara histokimia menggunakan NBT sebagai
substrat kromogenik dan hasil reaksi warnayang
terbentuk setel ah diinkubas selamaljamdiaméti
menggunakan mikroskop. Data level anion
superoksida dan H,O, dianaisis menggunakan
analisis sidik ragam (ANOVA) dan dilanjutkan

dengan uji Duncan pada taraf uji 5 persen. Uji
korelasi Pearson dilakukan untuk mengetahui
korelas antar varibel, sedangkan data histokimia
dianalisissecaradeskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Biomassa tanaman

Biomassa massa tanaman diukur berdasarkan
berat basah dan berat keringnya. Pengukuran
berat basah tanaman | ebih mudah dilakukan, dapat
menunj ukkan aktivitasmetabolisme, namun nilainya
tidak konstan sebab dipengaruhi kandungan air
dalamsdl.

Pengukuran pertumbuhanyang lebih akurat adalah
dengan mengukur berat kering dengan cara
dikeringkan padasuhu 80°C sdama3 hari di dalam
oven sehinggaair yang terkandung dalam tanaman
menguap. Setel ah kering didinginkan dan ditimbang
berulang sampai diperoleh berat konstan. Jika
dibandingkan antara berat kering mula-mula
dengan berat kering pada selang beberapawaktu
maka dapat diketahui ada atau tidaknya per-
tumbuhan. Hasil berat kering merupakan keseim-
bangan antara fotosintesis dan respirasi.

Perlakuan Cr pada media tanam yang berbeda
memberikan pengaruh secara nyata terhadap
bi omassa basah dan kering pada akar dan pucuk
gulma Sonchus (Gambar 1 dan 2). Biomassa
basah akar dan pucuk tanaman yang ditumbuhkan
pada media pasir mengalami penurunan paling
besar pada perlakuan Cr®*. Padamediatanah dan
campuran tanah:sludge tekstil (1:1) tanaman
sonchus menunjukkan biomassa basah akar dan
pucuk lebihtinggi dibandingkan yang ditumbuhkan
padamediapasir, meskipun sama-samadiberi per-
lakuan Cr dalam medianya. Bahkan pada media
campuran tanah:dudgetekstil yang telah terdeteks
mengandung pol utan Cré* pun masih menunj ukkan
biomassaakar dan pucuk lebihtinggi dibandingkan
pada pasir. Hal ini menunjukkan bahwa pada
mediapasit, toksisitas Cr lebih tinggi dibandingkan
dalam media tanah dan campuran tanah:sludge
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tekstil. Kandungan dan komposisi nutrien tanah
dandudgetekdtil |ebih punyakemampuan menopang
pertumbuhan tanaman sonchus dengan adanya
perlakuan Cr. Jumlah nutrien dan kebera-daan
mikroorganisme yang bermanfaat bagi tanaman
dalam media tanah, sludge tekstil, maupun
campuran tanah:d udgetekstil mempunyai peran
besar dalam menekan toksisitas Cr terhadgp gulma
S oleraceus. Dibandingkan dengan pasir yang
relatif bersifat inert (tidak mengandung nutrien),

A.

tanah dan dudgetekstil banyak mengandung nutrien
yang dibutuhkan untuk pertumbuhan tanaman.
Kandungan unsur hara esensia seperti N, P, K,
S, Bo, Cu, Zndanlain-lain banyak ditemukan pada
media tanah dan sludge. Sludge tekstil selain
mengandung beberapajenislogam berat yang ter-
golong B, dilaporkan mengandung unsur-unsur
yang dibutuhkan ol eh tanaman diantaranyanitrogen,
fosfor, kalium, dan sulfur dalam jumlah yang
sangat besar (Herawati dkk., 2008).
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Gambar 1.Efek interaksi antarajenis mediatanam dan perlakuan Cr terhadap biomassa basah
akar (A) dan pucuk (B) tanaman S. oleraceus
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Mediatanam dan Cr menunjukkan efek interaks
terhadap biomassa kering akar dan pucuk gulma
sonchu. Gambar 2 menunjukkan pengaruh nyata
kedua perlakuan tersebut terhadap biomassa
kering tanaman. Pengaruh Cr terhadap biomassa
kering akar dan pucuk menunjukkan pola yang
hampir sama dengan biomassa basah, dimana
tanaman sonchus yang ditumbuhkan padamedia

pasir mengalami penurunan biomassakering akar
dan pucuk paling besar pada perlakuan Cré*
dibandingkan padatanah dan campurantanah:dudge
tekstil. Biomassa kering pucuk pada semua per-
lakuan Cr mengalami penurunan dibandingkan
kontrol, baik pada media pasir, tanah maupun
campuran tanah:sludge tekstil.
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Gambar 2. Efek interaksi antarajenis mediatanam dan perlakuan Cr terhadap biomassa

kering akar (A) dan pucuk (B) tanaman S oleraceus
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Seperti logam berat yang lain, krom yang ter-
akumulasi di dalam jaringan tumbuhan ber-
pengaruh terhadap pertumbuhan dan aktivitas
fisiologis. Menurut Srivastavadan Gupta (1996)
toksi sitas krom umumnya menghambat pertum-
buhan memanjang akar dan tunas, serta meng-
induksi terjadinyaklorosis padadaun. Sun danWu
(1998) melaporkan bahwa |pomoea aquatica
Forsk. cv. Bamboo-L eaf menga ami klorosispada
perlakuan Cré* sebesar 1,25 ppm. Pada konsen-
trasi lebihdari 1,25 ppm (5dan 10 ppm), tanaman
mengalami penghambatan pertumbuhan, akar
mengal ami nekrosi s, daun layu dan jumlah tunas
berkurang. Toksisitas krom terhadap tanaman
sangat ditentukan oleh bentuk specieskimiadari
unsur tersebut. Krom dalam bentuk Cr®* bersifat
lebih toksik terhadap tanaman dibandingkan
bentuk Cr3*. Menurut Gundersen dkk. (1982)
fitotoksisitas Cr*lebih besar dibanding Cr®* dan
penyerapan (uptake) Cr dari tanah meningkat
sgjalan dengan peningkatan konsentrasi Cr dalam
tanah. Tanaka dkk. (1980) menyatakan bahwa
padakonsentrasi tertentu Cr&*1ebih membahaya-

kan dibanding Cr®*. Srivastava dkk. (1999)
melaporkan bahwa pada dosis sebesar 150-300
mg/ml, Cr®* lebih toksik terhadap Allium cepa
dibanding Cr¥. Efek toksik krom terhadap
tumbuhan tidak lepasdari akumulasi logam berat
ini di dalamjaringan.

Kandungan Cr® dan Cr total

Akumulasi Cr¢* dan Cr total di dalam jaringan
tanaman sonchus diukur untuk mengetahui se-
berapa besar kemampuannya menyerap, mento-
leransi dan mentraslokasi Cr yang diserap ke
bagian tanaman. Akumulasi Cré* di ddamjaringan/
organ tanaman dapat juga menjadi indikator
kemampuan suatu tanaman untuk mendetoksifi-
kasi logam Cr, karenaapabilatanaman terdeteks
mengakumulasi Cré* dalam tubuhnya dan tidak
mengalami gangguan pertumbuhan, hal ini me-
nunjukkan bahwatanaman memiliki kemampuan
untuk medetoksifikas atau mentolerans logam
Cr tersebut.
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Gambar 3. Efek interaksi antarajenis mediatanam dan perlakuan Cr terhadap konsentrasi Cré*

dalam akar dan daun S. oleraceus
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Gambar 3 menunjukkan bahwaperlakuan Cr dan
media tanam pada S. oleraceus memberikan
pengaruh nyataterhadap akumulas Cr* padaakar
dan pucuk. Akumulasi Cr6+ lebih banyak
terdeteks di bagian pucuk dibanding di ddam akar,
terutama pada S. oleraceus yang ditumbuhkan
dalam media tanah dan campuran tanah:sludge
tekstil. Sonchus yang ditumbuhkan pada media
pasir menunjukkan akumulasi Cr¢* |ebih kecil

dibandingkan yang ditumbuhkan pada media
tanah dan campuran tanah:d udgetekstil terutama
yang diberi perlakuan Crf*. Rendahnyaakumulas

Cr¢* padapucuk S. ol eraceusyang ditanam pada
media pasir mengandung Cr¢* disebabkan oleh
ketidakmampuan akar untuk mentoleransi

toksisitas Cré*, hal ini ditunjukkan dengan paling
rendahnya biomassa basah dan kering dari akar
danlebihlanjut berdampak pada biomassa pucuk.
Sdlainitu, dengan aktifnyas stem antioksidan pada
tanaman sonchus yang ditanam padamediapasir
untuk merespon cekaman toksisitas Cré* juga
dapat menghambat terjadinyatransokasi Cré* ke
bagian pucuk. Hal ini ditunjukkan daun sonchus
yang ditumbuhkan pada media pasir, cenderung
lebih tinggi dibanding pada media tanah dan

Berbeda dengan polaakumulasi Crf*, akumulasi
Crtota dalam akar tanaman paling tinggi ditunjuk-
kan padatanaman yang ditumbuhkan padamedia
pasir yang diberi perlakuan Cr3* dan Cr®*
(Gambar 4). Hasil ini jugamendukung rendahnya
akumulasi Cr¢* di bagian pucuk dari tanaman
sonchus yang ditanam pada media pasir.

Terdeteksinya Cré* dalam akar dan pucuk tanaman
sonchus yang ditumbuhkan pada media pasir,
menunjukkan bahwa meskipun Cr® dianggap
kurang toksik dibanding Cr*, namun di dalam
mediadapat mengaami transformas menjadi Cré*
yang bersifat toksik. Reaks oksidasi Cr di dalam
tanah dan perairan alami tergantung pada
keberadaan senyawa oksidan. Senyawa oksidan
utama yang terdapat di dalam tanah yang dapat
mengoksidasi Cr®* menjadi Cré* adalah Mn
oksida. Oksidasi Cr®* menjadi Cr®* mempunyai
dampak yang tidak menguntungkan bagi
lingkungan. Prosesoksidas akan mengubah krom
dari bentuk tidak larut, tidak toksik dan tidak
berbahaya (Cr®*) menjadi bentuk krom yang
terlarut, toksik dan berbahaya (Cré*). James dan
Bartlett (1983) melaporkan bahwa peningkatan
penyerapan krom ol eh tanaman kacang kapri yang

campuran tanah:dudgetekstil. A )
diberi perlakuan Cr®*, disebabkan adanya
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Gambar 4. Efek interaksi antarajenis mediatanam dan perlakuan Cr terhadap konsentrasi
Cr total dalam akar dan daun S oleraceus
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peningkatan kelarutan Cr (OH), oleh sitrat dalam
tanah yang meningkatkan laju oksidasi Cr3*
menjadi Cr& oleh oksida mangan dalam tanah.

Deteks dan penentuan radikal bebas

Spesiesoksigen reaktif (ROS) umumnyadihasil-
kan oleh sel meldui lintasan metabolismeaerobik
dan merupakan respon terhadap berbagai cekaman
abiotik maupun biotik. Berbagai spesiesoksigen
reaktif yang terbentuk sebagai salah satu ter-
hadap adanya cekaman abiotik dan biotik antara
lain*O,, H,0,, OH", *OH, dan oksigen singlet
(*O,). Pembentukan ROSdi dalam sel tumbuhan
mempunyai dua fungsi utama yaitu (1) sebagai
signal intrinsik untuk proses-proses pertumbuhan
dan perkembangan dan (2) sebagai molekul signal
untuk merespon adanya kondisi cekaman. *O,
dan H,O, merupakan spesiesoksigen resktif yang
dapat dijadikan sebagai indikator adanyakerusakan
sel atau toksisitas serta munculnya reaksi per-
tahanan terhadap berbagai kondisi cekaman pada
tumbuhan.

Padapendlitianini ditentukan duaspesiesoksigen
reaktif yaitu *O, dan hidrogen H,O, untuk
mendeteks terjadinyatoksisitas dan munculnya
reaksi pertahanan terhadap cekaman perlakuan
Cr pada tanaman S. oleraceus. Salah satu

pengaruh cekaman logam berat terhadap tumbuhan
adal ah menyebabkan terjadinyacekaman oks dtif,
dan logam berat Cr merupakan salah satu logam
yang bersifat redoks aktif dan dapat memacu
muncul nyacekaman oksidatif padasel tumbuhan.
Berdasarkan hasil penentuan level H,O, dan* O,
ditunjukkan bahwa jenis media tanam dan
perlakuan Cr (Cr® 10 ppm dan Cr3* 250 ppm)
mempengaruhi level keduaspesiesoksgen reaktif
tersebut (Tabel 1). Tanaman S. oleraceus yang
ditumbuhkan padamediapasir memproduks * O,
danH,0, lebihtinggi berturut-turut (0.89A&,, /g
BB dan 3.23 umol/g BB) dibandingkan pada
media tanah (0.23 A&, /g BB dan 2.11 pmol/g
BB) dan tanah mengandung sludge tekstil (0.18
Aé,, /g BB dan 2.66 umol/g BB).

Penambahan Cr®* sebesar 10 mg Cr¢*/L dan
Cr3* sebesar 250 mg Cr3/L meningkatkan
secaranyata pembentukan * O ,dan H,0, dalam
daun S ol eraceus dibandingkan dengan kontrol
(tanpa perlakuan Cr). Hasil ini menunjukkan
bahwa penambahan Cr dalam media tanam
memberikan kondisi cekaman terhadap per-
tumbuhan S. oleraceus sehingga spesies
oksigenreaktif (* O, dan H,0,) dibentuk sebagai
signal untuk memunculkan reaksi pertahanan
antioksidatif. Pengaktifan sistem pertahanan
antioksidatif dilakukan melalui pembentukan

Tabel 1. Level *O, dan H,O, daun S oleraceus pada perlakuan Cr dan media tanam

Level anion superoksida (*O2) (Axsso/g BB)
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Perlakuan Pasir Tanah Tanah:Sludge(1:1) Rata-rata
Kontrol 0.18 £+0.018cd 0.21+0.028c 0.09+0.010d 0.16+0.038C
CrCl3 250 mg Cr3*/L 0.53+0.061b 0.25+0.023¢ 0.21+0.028¢c 0.33+0.100B
K2Cr-07 10 mg Cr8*/L 1.96 £ 0.059 a 0.22 + 0.026 cd 0.25+0.023 ¢ 0.81+0.575A
Rata-rata 0.89+0.542 A 0.23+0.013B 0.18+0.048B

Level H202 (umol/g BB)

Perlakuan Pasir Tanah Tanah:Sludge(1:1) Rata-rata
CrCl3 250 mg Cr3*/L 1.80 £0.208e  2.36+0.092c 220+0.176d 212+0.167C
K2Cr20710mg Cré*/L 3.31+£0.331b 2.07+0.184c 2.87+0.089¢c 275+£0.364B
CrCl3 250 mg Cr3*/L 458+0.212a 1.89+0.239cd 290+0.161c 3.12+0.787 A
Rata-rata 3.23+0.804 A 211+£0.139C 2.66+0.277B
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kandungan antioksidan dan pengaktifan enzim
antioksidatif dalam daun.

Pengaruhinteraks antar perlakuanterhadap level
*O, dan H,O, daun terlihat nyata hanya pada
penambahan Cr¢ sebesar 10 mg Cr®*/L baik
padamediapasir, tanah maupun tanah mengan-
dung sludge tekstil. Deteks keberadaan *Or,
dilakukan dengan reaks histokimiamenggunakan
senyawa NBT (nitrotetrazolium blue chloride)
sebagai substrat kromogenik. Teknik ini dapat
diterapkan secara langsung untuk mendeteksi
pembentukan * Or, dalam jaringan, sel maupun
subseluler secara in vivo dan dideteks secara
mikroskopis. NBT akan bereaksi dengan *O,
endogen membentuk senyawa formazan tak

€]

larut yang berwarnabiru keunguan. Hasil deteks
histokimia* O ,daamjaringan daun S oleraceus
pada perlakuan Cr dan mediatanam ditunjukkan
pada Gambar 5.

Berdasarkan hasil deteksi histokimia*O-,dalam
daun S. oleraceus menggunakan NBT, ditun-
jukkan bahwa daun dari tanaman yang ditum-
buhkan padamediapasir dan campurantanah:dudge
tekstil (1:1) yang diberi perlakuan Cr (Cr3*
maupun Cr®") memberikan reaksi positif yang
lebih tinggi dibandingkan pada tanah. Reaksi
positif ditunjukkan oleh terbentuknya bercak-
bercak biru-ungu (senyawaformazantidak larut)
sebagai akibat reaksi NBT dengan *Or,,. Ling-
karan biru yang terdapat tepi irisan daun sebelah

Gambar 5. Deteksi histokimialokasi pembentukan * O, pada jaringan daun S ol eraceus yang ditanam
padamediapasir (A. kontrol, B. Cr®* 250 mg Cr**/L, dan C. Cr® 10 mg Cr®*/L), tanah:sludge
tekstil (1:1) (D. kontral, E. Cr** 250 mg Cr*/L, dan F. Cr®" 10 mg Cr®*/L) dan tanah (G
kontrol, H. Cr¥* 250 mg Cr¥*/L, dan . Cr®" 10 mg Cr®/L). Tanda panah menunjukkan daerah
reaksi positif dengan NBT (terjadi pembentukan*O-,)
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luar baik pada kontrol dan perlakuan Cr untuk
ketiga jenis media tanam menunjukkan terben-
tuknya * O, sebagai respon terhadap pelukaaan
saat pengirisan daun. Bercak biru gelap padadaun
S oleraceus belum terlihat jelas, diduga NBT
yang digunakan kurang konsentrasinya atau
kurang lamameredamnyasehinggaresks oksidas
NBT oleh* O, belumsering terjadi. Menurut Lin
dkk. (2009) NBT dalam merupakan probe yang
sesuai dan bernilai penting untuk memonitoring
pembentukan O, pada tumbuhan.

Selain *O,, deteks H,O, dalam jaringan/organ
juga dapat dilakukan dengan menggunakan pe-
warna DAB sebagai probe dye-nya. Menurut
Kumar dkk. (2014) DAB akan dioksidasi oleh
H,O, oleh adanya enzim peroksidase dan akan
menghasi lkan warnaccokl at kemerahan (Gambar 6).

Water

Di dalam penelitian ini deteksi H,O, hanya
dilakukan melalui pengukuran secara spektro-
fotometrisjumlah H,O, yang terbentuk di dalam
daun. H,O, dan *O, merupakan dua spesies
oksigen reaktif yang dapat digunakan sebagai
indikator adanya kerusakan atau toksisitas di
dalam sel, serta sebagai indikator munculnya
reaksi pertahanan terhadap berbagai kondisi
cekaman lingkungan. Deteksi histokimia aku-
mulasi H,O, dan *O, menggunakan probe dye
DAB dan NBT pada jaringan tumbuhan sangat
berpotensi dikembangkan untuk memonitoring
terjadinyacekaman oksidatif padatumbuhan baik
yang diakibatkan oleh adanya cekaman abiotik
maupun biotik.

Metode deteksi histokimiaini dapat diterapkan
pada semua jenis tumbuhan mulai pada tingkat

200 mM NaCl

/

b

-
™

Gambar 6. Deteksi akumulasi H,O, (a) dan *O, (b) pada kecambah
Brassica juncea yang diberi perlakuan cekaman salinitas
200 mM NaCl selama 3 hari. Kecambah yang ditumbuhkan
dalam mediaair digunakan sebagai kontrol (Kumar dkk., 2014)

94



Deteksi Cekaman Oksidatif Akibat Toksisitas Krom pada Sonchus oleraceus L. (Sri Kasmiyati dan Sucahyo)

sdl, jaringan maupun organ. Deteksi pembentukan
*O, menggunakan NBT assay telah dilakukan
pada sel tunggal tembakau yang mengalami
respon hipersengtif (Adam dkk. 1989), padadaun
Arabidopsisyang diberi cekaman cahaya (Fryer
dkk. 2002), pada daun tembakau yang diberi
cekaman ozon (Schraudner dkk., 1998), dan pada
daun Pisumsativumyang diberi cekaman salinitas
(Hernandez dkk. 2001). Malecka dkk. (2014)
melaporkan juga penggunaan NBT assay untuk
mendeteksi pembentukan * O, pada akar Pisum
sativum yang diberi perlakuan kombinasi
cekaman 2 logam berat (Cu, Zn, Cddan Pb). Lin
dkk. (2009) melaporkan penggunaan deteksi
histokimia (NBT assay) untuk pengukuran*O,
secara lokalisasi in situ pada daun Alocasia
macrorrhiza yang diberi perlakuan berbagai
faktor stress antara lain fotooksidan (methyl
viologen danriboflavin), polutan (sodium bisulfit,
logam berat Pb dan Cd), serta kekeringan (PEG
6000).

Korelasi antara Akumulasi Cr dengan
Pertum-buhan dan Terbentuknya Radikal
Bebas

Analisis korelasi dilakukan untuk mengetahui
signifikans hubungan antara parameter akumulasi
logam berat Cr dalammediadan jaringan tanaman
sonchus dengan pertumbuhan dan pembentukan
radika bebas (H,O, dan *O,) di bagian daun
tanaman. Berdasarkan hasil analisis korelasi
Pearson’s pada Tabel 2 ditunjukkan bahwa
kandungan Cr®* dan Cr total dalam akar dan daun
menunjukan korelasi dengan pertumbuhan dan
pembentukan radika bebas (H,O, dan *O).

Akumulasi Cr®* dan Cr total di dalam akar
berkorelas positif dengan terbentuknya radikal
bebas H,0,, sebaliknya akumulasi Cr (Cr* dan
total) di dalam pucuk berkorelasi negatif dengan
radikal bebas H,O,. Pembentukan * O, ber-

korelasi negatif dengan akumulasi Cré* baik di

Tabel 2. Korelasi (Pearson’s) antara akumulasi Cr dengan pertumbuhan dan terbentuknya radikal

bebas pada gulma sonchus

H202 *O2 Cr6A  Cr6P CrTA CrTP__BBA BBP BKA  BKP
H20 1,000
2
*O2 0,779" 1,000
Cr6A 0,069 -0,038 1,000
Cr6P -0,301" - 0,302° 1,000
0,572
CrT  0598" 0402° 0175 -0,057 1,000
A
CrTP -0,130 -0,280 0,084 0,393° 0,210 1,000
BBA -0,269 - 0,791 0,373 0,046 0,048 1,000
0453" °
BBP - - 0271 0541 - - 0,529° 1,000
0,618 0,711" ' 0,600 0,059 °
BKA -0122 -0276 0,633 0,151 0,018 0,002 0,714 0,416° 1,000
BKP - - 0,164 0369 - - 0,521° 0,868" 0,501 1,00
0,566~ 0,650 0,572 0,059 ° i i 0

K eterangan: H202 (konsentrasi H,0,), *O, (level anion superoksida), Cr6A (konsentras Cré* pada akar), Cr6P (konsentrasi
Cr® padapucuk), CrTA (konsentrasi Cr total padaakar), CrTP (konsentrasi Cr total padapucuk), BBA (Berat
basah akar), BBP (Berat basah pucuk), BKA (Berat kering akar), BKP (Berat kering pucuk).

** Korelas signifikan padatingkat signifikans 1%
* Korelas signifikan padatingkat signifikans 5%

Listwise N= 45
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daam akar dan pucuk, sertaCr total dalam pucuk.
Kordas pogtif dijumpal antaraakumulasi Cr total
di dalam pucuk dengan*O.,. Adanyakorelasi baik
positif maupun negatif antaraakumulas Cré* dan
Cr tota di dalam akar dan pucuk gulma sonchus
menunjukkan bahwa Cr dalam organ tanaman
punyaefek besar dalam memunculkan terjadinya
stress oksidatif pada tanaman. Stress oksidatif
akibat terbentuknyaradikal bebasini, selanjutnya
berdampak negatif terhadap pertumbuhan tanam-
an, semakin tinggi radikal bebas terbentuk akan
semakin menurunkan biomassatanaman. Hal ini
didukung oleh hasil andlisiskorelasi Pearsonyang
menunjukkan bahwa ada korelasi negatif antara
pembentukan radikal bebasbaik dalam bentuk * O
, Maupun H,O, dengan biomassa basah dan
kering tanaman.

Akumulasi Cré* dalam akar dan pucuk berkorelas
positif terhadap berat basah dan berat kering
tanaman (akar dan pucuk), hal ini menunjukkan
bahwa semakin besar akumulasi Cr® di dalam
akar dan daun, biomassa basah dan kering akar
sertapucuk semakin meningkat pula. Peningkatan
biomassadidugasebagai salah satu strategi untuk
dapat bertahan hidup dan mentol eransi toksisitas
Cr. Akumulasi Cr total dalam akar dan pucuk
berkorelasi positif dengan biomassa basah dan
kering akar, namun berkorelasi negatif dengan
biomassa basah dan kering bagian pucuk.
Banyaknyaakumulasi Cr total di dalam akar dan
pucuk akan meningkatkan biomassa baik kering
maupun basah bagian akar tanaman, hal ini
bertujuan agar tanaman mampu bertahan hidup.
Korelas negatif secaranyata hanya ditunjukkan
antaraakumulasi Cr total akar dengan berat basah
dan kering pucuk. Hasil ini menunjukkan bahwa
penurunan pertumbuhan bagian pucuk gulma
Sonchus secara nyata ditentukan oleh toksisitas
Cr dalam akar. Akumulasi Cr di dalam akar akan
mempengaruhi pertumbuhan tanaman secara
kesal uruhan apabilatidak adaprosesdetoksifikas.
Menurut Cobbett (2000) dan Liu & Kottke (2003)
pada umumnya sel-sel tanaman merespon stress
logam berat menggunakan berbagai mekanisme
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pertahanan, di antaranyaeksklusi, immobilisasi,
khelasi, dan kompartementalisasi ion logam.
Tanaman memiliki kemampuan untuk mencegah
ion logam masuk secara berlebihan ke dalam
sitosol dan mampu melokalisasi ion logamtersebut
pada daerah tertentu. Kompartementasi ion di
dalam vakuola merupakan mekanisme yang
berperan penting dalam proses detoksifikasi dan
toleransi terhadap ion logam. Pada gulma
Sonchus diduga mekanisme detoksifikasi Cr
melalui khelasi ol eh senyawaantioksidan seperti
glutathion atau senyawa thiol serta dengan
kompartementas di dalam akar dan daun.

KESIMPULAN

Akumulasi Cr baik dalam bentuk Cr trivalen
maupun heksaval en dapat menyebabkan terjadinya
cekaman oksidatif pada tanaman sonchus baik
yang ditumbuhkan pada media pasir, tanah
maupun campuran tanah:dludge tekstil, hal ini
ditunjukkan dengan terdeteksinya peningkatan
pembentukan H,O, dan *O, pada daun gulma
yang diberi perlakuan Cr. Pembentukan H,O,
dan* O, paling tinggi dijumpai padadaun gulma
S oleraceusyang ditumbuhkan padamediapasir
dengan perlakuan Cr¢*. Akumulasi Cr®* dan Cr
total di dalam akar dan pucuk menunjukkan
korelasi dengan pembentukan radikal bebasH,O,
dan *O-, pada daun gulma Sonchus. NBT
merupakan probe yang dapat digunakan untuk
memonitoring pembentukan *O-, pada daun
gulma S. oleraceus. Stress oksidatif akibat
toksisitas Cr mempengaruhi secara nyata
biomassa kering dan basah tanaman Sonchus.
Perbedaan jenis media tanam mempengaruhi
cekaman oksidatif yang ditimbulkan oleh Cr pada
gulma Sonchus, terutamadal am hal pembentukan
H,O, dan*O,. Cekaman oksidatif paling tinggi
dijumpai padagulma Sonchusyang ditumbuhkan
padamediapasir steril.
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