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1.1 Latar Belakang

Bawang merah merupakan komoditas sayuran penting dengan ploidi 2n=2x=16
yang banyak dibudidayakan dan dikonsumsi di Indonesia. Luas lahan panen dan
produksi Bawang merah semakin meningkat dari tahun ke tahun. Peningkatan dari 2016
ke 2017 scbesar 22,5%, dari 149 635 ha, menjadi 158 172 ha, sedangkan produksi
meningkat=1,7% sebesar 14 468 602 kw menjadi 14 701 546 kw (Kementerian
Pertanian i=epublik Indonesia 2018). Peningkatan produksi dilakukan untuk memenunhi
target) ekesar bawang merah segar ke negara-negara tetangga seperti Singapura,
Malaysia,=thailand dan Vietnam dari tahun 2017 dengan ekspor sebesar 7 750 ton
menjadi 35 ribu ton di tahun 2018. Syarat ekspor bawang merah segar yang harus
dipenuhr Feliputi ukuran berkisar sedang hingga besar, warna merah cerah, kadar air
sedang, dai segar (Kompas 2018, Kementerian Pertanian Republik Indonesia 2018).
Selain ekspor calam keadaan segar, produk bawang merah goreng juga diekspor ke
Singapura dan diolah menjadi in brine (Rukmana 1994, Kementerian Pertanian 2017).

Kendala peningkatan produktivitas pertanian baik kuantitas maupun kualitas
bawang merah terjadi karena berbagai macam hal, baik penyediaan umbi maupun
benih yang bermutu dan bebas penyakit, serta banyaknya kultivar bawang merah yang
lebih ¢ocok ditanam didataran tinggi (Sumarni et al. 2012). Kehilangan hasil pertanian
akibat serangan penyakit juga menyebabkan penurunan kuantitas dan kualitas
hasil |secara signifikan hingga 100% (Fritsche-Neto dan Borém 2012). Lahan
budidaya untuk penanaman kultivar bawang merah di dataran tinggi juga bersaing
dengan kemaoditas hortikultura lainnya seperti kentang, wortel, dan lain sebagainya.

Peningkatan kuantitas dan kualitas produktivitas tanaman dapat dilakukan
melaul hibridisasi, mutasi, hingga transgenik. Pemanfaatan biji botani atau true
shallot seed (TSS) pada bawang merupakan teknik produksi yang lebih baik
karena Biji botani bebas virus dan penyakit, volume benih, biaya produksi rendah,
dan ukuran umbi yang lebih besar (Sumarni et al. 2012). Namun, tidak semua
bawang merah responsif terhadap pembungaan, beberapa varietas membutuhkan
inisiasl pembungaan, dan beberapa varietas bahkan tidak dapat berbunga seperti
varietas Rubaru dan Palasa. Bawang merah varietas Rubaru dan Palasa merupakan
kultivar bawang wakegi yang sulit untuk berbunga baik ditanam di dataran rendah
maupun tinggl (Setyowati et al. 2013, Idhan et al. 2015). Peningkatan melalui
teknilc hibridisasi akan sulit untuk dimanfaatkan. Selain itu, usaha pembungaan
melalul pemberian hormon sitokinin BAP hingga 250 ppm belum dapat
menghasilkan bunga (Manik 2016).

Pemanfaatan teknik mutasi baik secara fisik maupun kimia menjadi
alternatif untuk varietas bawang merah yang tidak mampu menghasilkan bunga.
Pemanfaatan teknik mutasi secara kimia dilakukan dengan menggunakan larutan
seperti etil metil sulfonat dan penggandaan kromosom menggunakan kolkisina,
herbisida oryzalin, trifluralin dan pendhimentalin (Cheng et al. 2012). Pemanfaatan
senyawa Terseput untuk mutasi dengan merubah tingkat ploidi pada tanaman dengan
menghalare=nemisahan benang gelendong. Penelitian ini sudah dilakukan di berbagai
macam tan@man baik in vivo seperti kacang hijau, rye, jagung, jeruk, kedelai, sweet
pepper dan‘beberapa jenis tanaman sayuran (Haryanti et al. 2009, Kazi 2015, Surson et



al. 2015, Fathurrahman 2016, Winaryo et al. 2016), dan in vitro pada krisan, bawang
merah, bawang putih, anggrek, melon, basil, singkong (Omidbaigi et al. 2010, Alam
2011, Chieng et al. 2013, Gultom 2016, Nursalim et al. 2018). Ploidisasi menghasilkan
tanaman dengan organ-organ seperti daun, batang, bunga hingga akar yang lebih besar,
selain/itu juga terjadi peningkatan intensitas warna dan ketahanan terhadap cekaman
biotik/danzaleran cekaman abiotik (Yildiz 2013).

Perefdaman umbi bawang putih Kesuna Bali secara in vivo pada larutan
kolkisina taraf 10 ppm selama 12 jam perendaman kolkisina, 12 jam perendaman air,
dilanjutkai:12 jam perendaman kolkisina menyebabkan perubahan ploidi dari diploid
menjadi teiraploid (Wistiani 2014). Perendaman benih kacang hijau dalam kolkisina
selama 1@%jam konsentrasi 0,05% - 0,02% tidak signifikan pada jumlah daun,
berat [basaf dan berat kering, sedangkan konsentrasi 0,1%, 0,15%, dan 0,2%
meningkatkan kandungan protein serta ukuran sel akar lebih besar (Haryanti et al.
2009). Petlakuan 400 ppm dan 800 ppm kolkisina meningkatkan panjang dan
lebar daus: lebar dan kerapatan stomata pada galur 1 dan 2 jagung (Winaryo et al.
2016)%

Pemberian larutan Kkolkisina pada benih rye konsentrasi tinggi 5 mM dengan
periode perendaman yang pendek (3 jam) menghasilkan sel dengan tingkat ploidi lebih
tingoi (BC), dan anomali sel rendah serta pembentukan benang mikrotubul untuk
regengrasi ke sel dengan tingkat ploidi yang sama lebih stabil setelah pemulihan dengan
air selama 12 jam. Pemberian kolkisina konsentrasi rendah 0,5 mM hanya
menghasilkan 2C dan 4C pada flow cytrometry setelah proses pemulihan dengan air
selama 24 jam (Caperta et al. 2006). Selaras dengan pendapat Wen dan Cheng (2012),
secara umum perlakuan kolkisina pada konsentrasi tinggi dalam waktu singkat
dan Konsentrasi rendah dalam jangka waktu lama menjamin tingkat hidup dan
indukst poliploid bawang putih. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian terkait
Konsantrasl kolkisina serta waktu perendaman yang sesuai untuk menghasilkan
tanaman poliploid dengan tingkat viabilitas tinggi dan sel yang stabil.

Selain perlakuan mutasi, pemahaman terkait pembungaan dan gen-gen
yang /bekerja penting dilakukan untuk meningkatkan potensi transfer sifat-sifat
unggul pada bawang merah Rubaru ke varietas bawang yang lain. Gen
FLOWERING LOCUS T (FT) merupakan florigen (hormon pembungaan) penting
pada mekanisme pembungaan yang ditemukan di A. thaliana dan ortolognya di
hampir semua tingkat tanaman (Meng et al. 2011; Lee et al. 2013; Zheng et al.
2016). Ekspresi berlebih dari gen FT pada tanaman transgenik menyebabkan
pembungaan awal pada hari pendek dan panjang. Mutan dari gen FT
menyebabkan penundaan dalam proses pembungaan (Komiya et al. 2008; Prasiga
et all 2019). Gen FT yang teridentifikasi pada Allium cepa double haploid
CUDH2150 adalah AcFT-1, 2, 3, 4, 5, 6 dan 7. AcFT-1 diketahui terlibat dalam
pembentukan umbi, AcFT4 bertindak sebagai penekan pembentukan umbi dengan
mencegah peingkatan aktifitas (up-regulation) gen AcFT-1, sedangkan gen AcFT-
7, AcET-4 terlibat pada pembentukan umbi dan waktu kematangan umbi (Lee et al.
2013; Manoharan et al. 2016; Lyngkhoi et al. 2019). Paparan suhu dingin atau
vernalisasi memicu peningkatan aktifitas ekspresi gen ACFT2 menyebabkan

tereksprest #1ggi pada hari panjang maupun hari pendek (Lee et al. 2013).
Namun, penelitian-penelitian lain terkait fungsi AcFT2, menyatakan fungsi
yang berbeda dan fungsi AcFT2 belum diketahui dengan jelas (Dalvi et al. 2016;
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Lyngkhoi et al. 2019; Rashid et al. 2019). Selain itu, studi terhadap sikuen dan
ekspresi AcFT2 Allium cepa var. aggregatum pada proses vernalisasi belum
peinah dilakukan sebelumnya. Hal tersebut menjadikan pentingnya dilakuakan
penelitian lebih lanjut untuk memahami fungsi gen AcFT2. Penelitian ini
pertujuan untuk mempelajari ekspresi kuantinatif gen AcFT2 pada berbagai jenis
pavzang merah.

1.2-Rumusan Masalah

Peningkatan kuantitas dan kualitas produksi bawang merah kultivar Rubaru
tertizama pembesaran umbinya untuk tujuan ekspor terkendala dengan rendahnya
tingikat pembungaannya. Sulitnya pembungaan kultivar ini menyebabkan
terbzzasnya benih botani serta upaya pemuliaan melalui hibridisasi. Pemanfaatan
tekisk penggandaan kromosom (ploidisasi) dapat dilakukan untuk mendapatkan
umkis benih bawang merah kultivar Rubaru yang lebih besar seiring dengan
pentigkatan jumlah ploidinya. Akan tetapi konsentrasi serta lama perendaman
periu dioptimasi guna mendapatkan umbi benih dengan tingkat ploidi yang stabil
serta viabilitas sel yang tinggi. Selain itu, identifikasi sikuen gen pembungaan
ACFT2 serta ekspresinya akan memingkatkan potensi transfer sifat-sifat penting
antar varietas bawang merah.

1.3 Tujuian
Adapun tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Mempelajari pengaruh aplikasi kolkisina pada umbi terhadap peningkatan ploidi
pada varietas Rubaru.

2. Mengidentifikasi sikuen fragmen gen AcFT2 pada varietas bawang merah
Lokananta, Bima Brebes, Rubaru, Palasa, dan Biru Lancor.

3. Mempelajari ekspresi relatif gen ACFT2 dan korelasinya terkait pembungaan pada
varietas bawang merah Lokananta dan Bima Brebes.

4. Mempelajari kemampuan berbunga lima varietas bawang merah terhadap
perbedaan fotoperiodisme.

1.4 Manfaat

Manfaat penelitian yaitu memberikan alternatif dalam proses peningkatan
produksi bawang merah secara intensifikasi dengan mengembangkan salah satu
pawang merah unggulan Indonesia, varietas Rubaru dengan memperbesar
umbinya melalui metode mutasi secara kimia. Upaya peningkatan produksi
pawang merah melalui proses transfer sifat unggul dari varietas bawang merah
local ke bawang merah yang lain dengan memberikan informasi terkait
kemampuan berbunga bawang dan gen-gen yang bekerja dalam mekanisme
pembungaan bawang merah. Baik berupa sikuen-sikuen maupun ekspresi gennya

1.5 Ruang Lingkup

Percobaan dilakukan untuk memperoleh informasi efektivitas ploidisasi dengan
menggeinakan kolkisina pada bawang merah kultivar Rubaru dan informasi
keragamannya secara molekuler. Skema penelitian ditampilkan pada Gambar 1.
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apat perbedaan respon berbunga pada lima varietas bawang merah akibat
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2.1 BawangW\erah

Morfologi bawang merah telah mengalami banyak perubahan
pengelonisokkan, hingga saat ini bawang merah dikelompokkan dalam tanaman
monokoti=dari kelas Liliopsidae berordo Asparalages atau Amaryllidales keluarga
Alliaceae=bergenus Allium (Rabinowitch dan Currah 2002, Brewster 2008).
Bawang terah telah dibudidayakan sejak zaman Mesir kuno dan telah menyebar
di diberbagal benua. Genus Allium terdistribusi dari daerah kering subtropik
hingoa kesgaerah tropis. bahkan satu hingga dua spesies terdapat di pinggiran sub
artik sepers A. schoenoprasum L. beberapa tersebar di daerah pegunungan antara
subtropiks=aan tropis. satu spesies berasal dari Afrika Selatan yakni A. dregeanum.
Sehingga=erdapat kurang lebih 500 spesies dan 250 termasuk jenis bawang-
bawangar=dimana saat ini telah dikembangkan menjadi 277 jenis bawang merah
(Rabinowsich dan Currah 2002).

Tanaman berbentuk rumpun ini termasuk Allium cepa yang hampir
homolog dan terbagi dalam dua grup besar yaitu A. cepa common onion (genom
CC) dimana bawang bombai termasuk didalamnya dan A. cepa var. aggregatum
(genom EE) sehingga bawang merah memiliki morfologi yang mirip dengan
bawang bombai namun berukuran lebih kecil. Tinggi tanaman antara 15-25 cm,
memiliki akar serabut dengan perakaran dangkal. Batangnya merupakan batang
semu menyebabkannya tidak tahan terhadap kekeringan. Daunnya berbentuk pipa
memanjang dengan ujung meruncing (lancelot) dan agak berlilin. Intensitas wrna
daun beragam dari hijau terang hingga gelap, bahkan hitam (Hapsoh dan Hasanah
2011). Cakram diantara lapisan kelopak daun terdapat tunas lateral dan anakan
yang akan membentuk cakram baru sehingga membentuk umbi lapis, tunas utama
(Rabinewiteh dan Currah 2002).

Bawang merah umumnya membiak secara vegetatif fakultatif yang artinya
Juga dapat membiak secara generatif menggunakan biji. Bakal bunga terbentuk
dari tunas utama (tunas apikal) yang membentuk tangkai bunga berongga. Bunga
muncul dibagian ujung tangkai berbentuk kuncup yang berisi dari kumpulan biji-
biji (Brewster 2008). Selama proses transisi dari vegetatif menuju ke generatif,
pertumbuhan  monopodial menjadi simpodial pada batang tetapi tidak
mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan tanaman secara keseluruhan.
Buah berbentuk bulat dengan ujung tumpul membungkus biji dan berjumlah 2
sampal 3 butir. Biji berbentuk pipih, biji muda berwarna bening atau putih, tetapi
setelah masak menjadi hitam (Brewster 2008).

Budidaya bawang merah di Indonesia secara umum dilakukan pada bulan
kering sekitar 4 sampai 5 bulan dengan musim tanam optimal pada akhir musim
hujani (Maret-April) atau akhir musim kemarau (Mei-Juni). Curah hujan untuk
budidaya bawang merah di Indonesia yakni 1000 sampai 1500 mm per tahun.
Suhu hingkungan tanam bawang merah antara 25-32 °C dengan pH tanah 5,6-6,5.
Tanaly yang digunakan harus memiliki kesuburan dan drainase yang baik, tekstur
tanah reman=lempung berpasir dan tidak ternaungi (Erythrina 2011).

Bawanf merah yang ditanaman di Indonesia berasal dari negara lain dan
telah mengaiami perubahan atau evolusi dan beradaptasi dengan lingkungan lokal



sehingga membentuk varietas baru. Beberapa varietas bawang merah yang

ditanam di Indonesia disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1 Varietas lokal bawang merah di Indonesia

No — Varietas Asal Asal

1 --Bima Brebes 594/Kpts/TP.240/8/1984 Lokal Brebes

2 Medan 595/Kpts/TP.240/8/1984 Lokal Samosir

3 = Keling 596/Kpts/TP.240/8/1984 Lokal Maja

4 = Bima Maja 597/Kpts/TP.240/8/1984 Lokal Cipanas

Cipanas

5 —_Super Philip 65/Kpts/TP.240/2/2000 Lokal Nganjuk

6 ~=Bauji 66/Kpts/TP.240/2/2000 Introduksi dari
Philipina

7 = Bahgkok 68/Kpts/TP.240/2/2000 Introduksi dari
Thailand

8  Kramat-1 225/Kpts/TP.240/4/2001 Maja Cipanas x
Bawang Bombay

9  Karamat-2 226/Kpts/TP.240/4/2001 Maja Cipanas x
Bawang Bombay

10  Kuning 227/Kpts/TP.240/4/2002 Lokal Brebes

11 Tiron 498/Kpts/TP.240/8/2003 Bantul, DIY

12 Keta Monca 529/Kpts/PD.210/10/2004 Bima, NTB

13 Batu ljo 368/Kpts/LB.240/6/2004 Batu Malang, Jatim

14 Palasa 480/Kpts/LB.240/6/2004 Parigi Moutg, Sulteng

15  Tinombo 481/Kpts/LB.240/6/2004 Parigi Moutg, Sulteng

16 Tuk-Tuk 361/Kpts/SR.120/5/2006 PT.East West Seed
Philipina

17 Sembrani 304/Kpts/SR.120/5/2007 Balitsa Lembang

18  Katumi 305/Kpts/SR.120/5/2007 Balitsa Lembang

19 Manjung 703/Kpts/SR.120/5/2007 Pamekasan, Jatim

20 Biru Lancor
21 Lembah Palu

2830/Kpts/SR.120/7/2009
11843/Kpts/SR.120/4/2011

Probolinggo, Jatim
Lembah Palu, Sul

22  Rubaru 2525/Kpts/SR.120/5/2011 Sumenep, Jatim

23 Trisula 4580/Kpts/SR.120/11/2011 Balitsa Lembang
24 Pancasona 4581/Kpts/SR.120/11/2011 Balitsa Lembang
25 Mentes 4582/Kpts/SR.120/11/2011 Balitsa Lembang

Sumber: Dirjen Hortikultura (2012).

Produksi bawang merah dihasilkan dari 24 provinsi di Indonesia dengan
penghasil utama dari wilayah 7 provinsi dengan kontribusi 95.8% dan jawa
menyumbang 75% nya. Luas pengembangan areal produksi mencapai 90 ribu ha
pertahun dan menyumbang hampir Rp. 2,7 T/tahun ekonomi wilayah.
Swasembada bawang merah yang dilakukan oleh pemerintah telah menjadikan
pbawang merah menjadi komoditas ekspor. Sehingga pemerintah mentargetkan
penineiatan produksi bawang merah baik dari segi kuantitas maupun kualitas.
\Waleunun peningkatan produksi bawang merah terdata pada tahun 2016 ke 2017
sebesari1 7% dengan proyeksi ekspor sebesar 7 750 ton pada tahun 2017 menjadi 15



ribu ton di tahun 2018 (Kementerian Pertanian Republik Indonesia 2018; Kompas
2018)

2.2 Bawang Merah Kultivar Rubaru

Bawang merah kultivar Rubaru merupakan bawang merah lokal kecamatan
Rubary, Eabupaten Sumenep, Madura, Jawa Timur. Bawang merah lokal ini
dikeluarkes. dengan SK Mentan No.2525/Kpts/SR.120/5/2011. Kultivar ini banyak
dipilih elezmasyarakat umum maupun produsen karena memiliki aroma yang harum
dan kuat serta tingkat kerenyahan yang tinggi saat diolah menjadi bawang goreng
(Lestar 2629, Harisandi 2013, Baswarsiati et al. 2015).

Bawang merah ini memiliki warna daun hijau, bentuk umbi bulat berwarna
merah mugsz, bobot perumbi berkisar 6-9 g, jumlah umbi perumpun 6-10, bentuk ujung
umbi bulgtionjong diameter umbi 2,3 — 2,6 cm. Umur panen 60-65 hari, potensi hasil
14-17/ten$a ", susut bobot umbi 10-15% (basah-kering), daya simpan umbi 3-5 bulan.
daya adag2si tinggi sehingga sesuai untuk ditanam baik didataran rendah maupun
tingoifpada musim kemarau dan hujan. Toleran moderat pada tanah salin, ketahanan
tingoiterhadap Fusarium sp, Alternaria, dan antraknosa. Rubaru merupakan kelompok
bawang merah kultivar wakegi bersama dengan Palasa, kultivar ini sulit berbunga,
potensl pembungaannya hanya 10% (Galvan et al. 1997, Harisandi 2013, Baswarsiati
et al. 2015, Hidayat dan Sulastrini 2016, Yuliani 2017, Aprilia 2018).

2.3 Ploidisasi (Penggandaan Kromosom)

Ploidisasi atau usaha menggandakan kromosom umumnya dilakukan dengan
memanfaatkan bahan kimia kolkisina (C23H2s06N), alkaloid yang diekstrak dari umbi
dan bipr tanaman Autum crocus (Colchicum autumnale, Linn) termasuk dalam famili
Liliaceae (Syukur et al. 2015, Laimeheriwa 2018). Bahan kimia lain yang mampu
menghalangl pembentukan mikrotubul pada fase mitosis bawang merah yakni
herbisida orizalin, trifluralin, pendhimentalin, dan AMP (amiprophosmeti) (Klima et al.
2008, Cheng et al. 2012). Senyawa-senyawa tersebut dapat mengganggu pembentukan
benang gelendong pada tahap metafase mitosis sehingga kromosom tetap berpasangan
dan 1kut mengganda pada proses replikasi.

Keberhasilan penggandaan kromosom pada setiap tanaman berbeda. Beberapa
faktor'yang mempengaruhi keberhasilan tersebut yakni konsentrasi, lama perendaman
baik dalam Kkonsentrasi maupun lama perlakuan. Secara umum, Kolkisina efektif
bekerja pada konsentrasi 0,001-1% dengan rentang 6-72 jam tergantung jenis dan organ
tanaman yang digunakan akan menghasilkan respon yang berbeda (Suminah et al.
2002 FAristya 2014).

Hasil ploidisasi dengan menggunakan kolkisina bawang merah tidak selalu
menghasilkan tanaman autopoliploid, namun juga mengarah ke pembentukan tanaman
aneuploidi. Pada bawang putih lokal kultivar Dolulu, ragam ploidi kromosom baik eu-
dan aneu-ploidi dihasilkan pada berbagai macam konsentrasi dan lama perendaman
kolkisina. Kensentrasi 0,1% 12 jam, 0,2% 18 jam, 0,3% 24 jam menghasilkan ploidi
tetraploid (4n), 0.1% 6 jam dan 0,2% 12 jam menghasilkan ploidi dasar dengan
penambahan s dan 4 buah kromosom. Konsentrasi 0.1% perendaman 18 dan 24 jam
menghasikan kromosom 3n + 6, 0,2% 12 jam dan 0,3% 24 jam menghasilkan 4n + 1,
0,3% 6 Jammean 0,2% 24 jam menghasilkan ploidi 5n + 8 dan 6n + 4 berturut-turut.
Selain e, n2misahan abnormal sister kromatid akibat perlakuan kolkisina juga

N
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menyebabkan trisomik (2n+1) dan monosomik (2n-1) pada akar bawang merah (Firbas
dan Amon 2014, Gultom 2016).

Keberagaman ploidi yang dihasilkan tak lepas dari proses penggandaan
kromosom setelah perlakuan perendaman Kkolkisina yang berfungsi sebagai
pengganggu keberadaan mikrotubul pada proses pembelahan sel sehingga tidak terjadi
proses sitokenesis (Hancock 2005, Syukur et al. 2015). Proses pembelahan sel dari G1-
S-S2-M dikendalikan oleh famili protein serin yang disebut dengan cyclin-dependent
Kinzses (CDKs) yang diaktifasi oleh protein cyclin tipe A dan B (Fox dan Duronio
2013). Kolkisina mempengaruhi siklus protein-protein pembelahan sel, dimana
secara umum ditunjukkan bahwa tingkat protein cyclin B-like meningkat di
kollasina terjerap pada metafase, dan cyclin B yang tidak terdegradasi
dieksaresikan oleh sel pada saat terjadi endoreduplikasi dan poliploidi (Chaudhuri
dan<osh 1997, Weingartner et al. 2004).

Proses perendaman dengan menggunakan kolkisina dalam waktu singkat
(3 f2m) dan konsentrasi tinggi (5 uM) pada kecambah rye menginduksi proses
regenerasi mikrotubul ditandai dengan tingginya tingkat viabilitas sel dan
kestabilan ploidi. Hal ini dikarenakan ketiadaan tubulin terpolimerasi pada c-metafase
dipersingkat waktunya, sehingga kemungkinan terhambatnya reorganisasi kromatin
pada nukleus yang memungkinkan hilangnya viabilitas sel semakin rendah, serta sel-sel
abnormal semakin sedikit (Caperta et al. 2006). Kromatin merupakan penyusun
kromatid yang berisi DNA, RNA dan protein-protein khusus yang sesaat sebelum
proses pembelahan sel akan berkelompok membentuk butir-butir kromosom
(Lehninger 2005), sehingga tingginya reorganisasi kromatin yang diikuti rendahnya sel
abnormal akan memberikan kesempatan perbaikan DNA pada fase mitosis
meningkatkan viabilitas serta menjaga jumlah ploidi yang telah digandakan.
Pembentukan poliploidi dipengaruhi oleh beberapa faktor, yaitu polispermi, endo-
reduplikasi, dan faktor-faktor lain. Faktor-faktor lain yang mempengaruhi
poliploidi yaitu model reproduksi, polinasi, fertilisasi, pola pertumbuhan, ukuran
Kromosom, dan lain sebagainya (Bharadwaj 2015).

2.5 Mekanisme Pembungaan dan Gen-Gen yang Terkait pada Bawang Merah

Pembungaan merupakan tahap kritis pada siklus hidup tanaman dalam proses
regenerasinya. Proses peralihan dari tahap vegetatif menuju ke tahap reproduktif suatu
tanaman ini sekaligus memegang peranan penting dalam produksi pertanian, terutama
biji yang dihasilkan. Hampir 60% pangan penduduk dunia terpenuhi dari biji-bijian
(ELC 2015).
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sebagai AGAMOUS LIKE (AGL), APETALA, LFY, FLC (Flowering Locus C
(Jack 2004, Thomas et al. 2006, Yang 2016).

Flowering locus T (FT) merupakan florigen yang berperan penting dalam
proses pembungaan. Gen FT dari A. thaliana dan ortolognya ditemukan di hampir
semua tingkat tanaman (Meng et al. 2011, Lee et al. 2013, Tamaki et al. 2015,
Alteret al. 2016, Zheng et al. 2016). FLOWERING LOCUS T merupakan bagian
dari=—family PEBPs (Phospatidylethanolamine-binding protein domain) yang
sebagian besar merupakan promotor pembungaan (Kralgren et al. 2011, Taoka et
al. 2013). Gen FT mempromosikan sebagian besar gen pengatur yang penting
unteic perkembangan perbungaan dan mutan dari gen ini menyebabkan penundaan
dalam proses pembungaan, seperti RFT1 dan Heading date 3 pada beras (Komiya
et at-2008, Zhu et al. 2017, Prasiga et al. 2019), ZCN8 DAN ZCN12 pada jagung
(Danilevskaya et al. 2008, Meng et al. 2011, Lazakis et al. 2011, Castelleti
et.a=2020), MonFT1C in orchids (Ospina-zapata et al. 2020), SINGLE FLOWER
TRESS (STF) pada tomat (Lifschitz et al. 2006, Samach et al. 2007). Ekspresi
perlebih dari gen FT pada tanaman transgenik menyebabkan pembungaan awal
pada hari pendek dan panjang (Lee dan Lee 2010). protein FT berperan sebagai
aktivator mobile floral yang disintesis di daun (floem) dan diangkut ke pucuk
untuk menghasilkan tunas pembungaan (Xu et al. 2012, Pasriga et al. 2019). Gen
FT pada A. thaliana (AtFT) merupakan komponen utama pembungaan yang
ekspresinya bekerja dengan adanya cahaya (fotoperiodisitas) dan suhu
(vernalisasi), serta faktor lain pada daun (Adeyemo et al. 2017).

Protein GI-CO-FT bekerja pada jalur fotoperiode utama untuk
menghasilkan transkripsi FT pada hari yang panjang, bukan pada hari yang
pendek dan aktivasi postranskripsi CO akan terjadi ketika CO mRNA
diekspresikan di bawah paparan cahaya (Jack 2004). Selain merangsang
pembungaan melalui jalur fotoperiode, FT juga memfasilitasi pembungaan
melalur proses vernalisasi (Xu et al. 2012). Vernalisasi mendorong transisi
meristem apikal dengan meningkatkan ekspresi gen vernalisation (VRN)
meningkatkan VRN1, (AP1 homolog) dengan menekan sistem kerja gen VRN2
(gen vernalisasi) yang menyebabkan pembungkaman epigenetik dari gen FLC dan
FLC, yahg menghambat aksi FT, FD dan SOC1, sehingga mempercepat proses
pembungaan terjadi ketika tanaman dipindahkan ke kondisi yang lebih hangat di
bawah paparan cahaya yang mendorong gen CO untuk mengaktifkan gen FDL2
dan gen VRN3 homolog FT (Tresvaskis et al. 2007; Xu et al. 2012; Khan et
al.2013; Kim dan Sung 2014, Liu et al. 2015; Zheng et al.2018).

Studi tentang mekanisme gen pembungaan pada bawang merah telah
dilakukan pada beberapa jenis bawang merah, seperti gen FT, AcFKF1, AcGl,
AcFT1 dan AcCOL2 pada bawang merah, serta gen LFY pada bawang merah dan
pawang merah (Lee et al.2013; Tagashira dan Kaneta 2015, Manoharan et al.
2016; Yang et al. 2016; Marlin et al.2018; Rashid et al. 2018; Lyngkhoi et al.
2019). Gen lokus FT yang telah teridentifikasi pada galur bawang merah (Allium
cepa) CUDH2150 adalah AcFT-1, 2, 3, 4, 5, 6 dan 7. AcFT-1 yang diketahui
terlibat dalam pembentukan umbi, AcFT4 bertindak sebagai penekan pada
pemAEntukan umbi dengan mencegah up-regulating AcFT-1, sedangkan gen
AcCT=7, AcFT-4 melibatkan waktu yang berbeda dari pembentukan umbi dan
wakturkematangan umbi (Lee et al. 2013, Manoharan et al. 2016, Lyngkhoi et al.
2019) " Pada bawang merah, vernalisasi cukup untuk memicu pembungaan,
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Tabel 2 Karakter pembungaan bawang merah lokal Indonesia

Varietas Responsifitas Pembungaan
Responsif Inisiasi Tidak Sumber
berbunga
Lokananta v Citra dan Firmansyah (2020)
Bentnis v Marlin et al. (2018)
Bima Brebes v Marlin et al. (2018)
Tajuk v Marlin et al. (2018)
llokes v Marlin et al. (2018)
Batu: {j0 4 Nurjanani dan Djufry (2018)
Ngaitiuk v Nurjanani dan Djufry (2018)
Maja 4 Nurjanani dan Djufry (2018)
Cipanas v Nurjanani dan Djufry (2018)
Mer:izs 4 Nurjanani dan Djufry (2018)
Trisuia v Nurjanani dan Djufry (2018)
Pancasona 4 Nurjanani dan Djufry (2018)

Sumenep v Idhan et al. 2015
Palasa v ~ Idhan et al. 2015

2.6 Analisa Ekspresi Gen Metode Quantitative Real-Time PCR (QRT-PCR)

Salah satu metode untuk analisa kelimpahan RNA secara kuantitatif yang
diekspresikan pada gen tertentu yakni metode gRT-PCR. gRT-PCR banyak digunakan
saat Ini karena spektrum penggunaan nya yang luas, lebih murah, efesien dan sensitif
(Alvares et al. 2003; Yu et al. 2019) untuk menganalisa ekspresi gen dalam jumlah
RNA yang sedikit (Bustin 2000), serta perubahan yang kecil pada ekspresi mMRNA
(Pfaffl dan Hageleit 2001). Metode ini telah digunakan untuk mempelajari ekspresi gen
pada organisme saat tahap perkembangan (Wang et al. 2014; Sinha et al. 2019),
cekaman lingkungan abiotik seperti kekeringan, banjir, salinitas, suhu tinggi (Wehner et
al. 2016; Casarotto et al. 2019; Cao et al. 2020) , cekaman biotik seperti patogen (Yu
et al. 2014) , perbedaan ekspresi gen pada tanaman transgenik dan non-transgenik
(Shepherd 2009; Yu et al. 2014) validasi efektivitas RNA interferon (Zhao et al. 2008),
serta diagnosa penyakit (Paik et al. 2004).

IMetode analisa ekspresi gen secara kuantitatif yang umum dilakukan yakni
Kuantitatif absolut dan kuantitatif relatif. Metode kuantitatif absolut memberikan
informasi jumlah salinan (copy) gen target pada konsentrasi tertentu kemudian
dibandingkan dengan menggunakan kurva standar (Horner 2003; Yu et al. 2005;
Dhanasekaran 2010). Metode ini membutuhkan kurva standar yang telah diketahui
Jumlah salinan DNanya dan harus dikuantifikasi dengan akurat (Horner 2003). Metode
Kuantitatif relatif menghasilkan data jumlah gen target yang relatif (berapa kali)
terhadap sampel lain (kalibrator) yang berisi gen target dan gen referensi (Lehmann dan
Kreipe 2001). Pengolahan data metode relative quantitation dapat dilakukan dengan
menggunakan kurva standar (relative standart curve method) dan menggunakan
metode komparasi (comparative method) (Horner 2003).

ivletode kurva standar relatif banyak digunakan untuk menguji target dengan
Jumlai-salinan copy yang rendah, perubahan ekspresi yang sangat berbeda, dan sampel
dalefijumlah kecil. Metode ini memerlukan kurva standar disetiap reaksinya, sehingga
hastiskuantifikaisnya sangat akurat karena nilai kuantitaif sampel yang tidak diketahui
teriaicrpolasi dari masing-masing kurva standar (Applied Biosystem 2004). Metode
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komparaﬂelatif banyak digunakan untuk menganalisa dan membandingkan ekspresi
gen pada perlakuan yang berbeda. Metode ini menggunakan determinasi matematika
[)

liketahui dengan melihat nilai Ct (cycle threshold) yang merupakan
implifkasi yang diperlukan fluorosent untuk mencapai suatu ambang
sponensial). Kedua metode tersebut membutuhkan komponen yaitu gen
fluorescene reporter, yang berbeda, metode komparasi relatif
librator. Kalibrator adalah kontrol yang digunakan untuk pembanding
ndar yang selalu memiliki nilai 1 kali (Livak dan Schmittgen 2001,
010).
ensi digunakan sebagai pembanding internal jumlah DNA agar tidak
in analisa karena perbedaan konsentrasi (normalizer). Beberapa gen
dapat digunakan adalah aktin, EF1Bb, CACS, F-Box, g-tubulin, g-
‘ seraldehid-3-phospatdehidrogenase (GADPH) dan ubiquitin (Bustin
2000; Libauit et al. 2008 Tian et al. 2015, Yu et al. 2019). Penggunaan gen referensi
dahulu diseleksi. Gen referensi yang terlalu kuat atau terlalu lemah
andingkan dengan gen target akan menjadikan hasil ekspresi menjadi
al. (2019), menyatakan bahwa gen referensi setidaknya harus memiliki
cukup mirip dengan target gen sehingga data real-time PCR yang
lebih meyakinkan pada gen target dan meminimalisir deviasi. Selain itu,
arus memiliki ekspresi yang stabil pada sel-sel yang berbeda dan pada
an yang berbeda (Hugget 2005, Yang et al. 2020). Fluorescene reporter
yawa kimia yang mampu mendeteksi utas ganda DNA. Fluoresence
asa digunakan pada gRT-PCR adalah SYBR Green TagMan (Applied

).

analisa kuantitatif relatif ekspresi gen dengan kuantitatif real time
tion (QRT-PCR) telah digunakan untuk mendeteksi ekspresi relatif dari
3aik metode absolut menggunakan kurva standar (Rashid et al. 2019),
metode komparatif AACT (Lee et al. 2013, Dalvi et al. 2016,
I. 2016, Lyngkhoi et al. 2019).
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Il INDUKSI POLIPLOID BAWANG MERAH
VARIETAS RUBARU

3.1 "Abstrak
Abstrak

Rubaru adalah varietas bawang merah yang tidak dapat menghasilkan
pbunza. Usaha peningkatan kualitas dan kuantitas umbinya dapat menggunakan
metode mutasi secara kimia dengan kolkisina, sehingga mampu meningkatkan
levet-ploidi yang berimplikasi pada pertambahan ukuran umbi. Desain percobaan
menrggunakan rancangan kelompok lengkap teracak (RKLT) 2 faktorial, yakni
enam tingkat konsentrasi kolkisina dan empat lama perendaman. Analisa
Krosa0som dilakukan pada umbi bawang MO tujuh hari setelah perendaman, dan
anahsa LCso pada 4-MST menggunakan software CurveExpert. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa induksi ploidi denagn menggunakan Kkolkisina tidak
dihasilkan bawang merah M1V1 dengan ploidi yang lebih tinggi dari asalnya.
Meskipun didapatkan nilai LCso kolkisina untuk umbi bawang merah pada
konsentrasi 0,1277% dan perendaman umbi bawang dengan kolkisina
menghasilkan umbi MO terploidisasi, namun umbi MO yang mengalami
perubahan ploidi dicirikan oleh membesarnya ukuran diameter daun dan akar
semua mati pada minggu ke empat. Hal tersebut dikarenakan adanya diplontic
selection pada sel-sel umbi MO bawang merah Rubaru.

Kata kunci: LCso, diplontic selection, kromosom.

Abstract

Rubaru is one of the Indonesian shallot varieties that cannot produce
flowers. Increasing the quality and quantity of its tuber, could be done by
mutation process using chemical mutations by colchicine, so that increase the
ploidy level which has implications for the increase in tuber size. The
experimental design used random complete block design (RCBD) two factorial,
six levels of colchicine concentration and four immersion times. Chromosome
analysis was performed on onion bulb MO seven days after immersion, and LCso
analysis at 4-MST using CurveExpert software. The result showed that ploidy
induction using colchicine did not produce M1V1 shallots with higher ploidy than
the origin. The LCso value of 0,1277% resulted, as well as MO tubers with
tetraploid. However, MO tubers which its ploidy changes were characterized by an
Increase in the size of the leaf diameter and the roots all died at week four. This is
due to the diplontic selection in the MO bulb of Rubaru's shallot.

Keywords: LCso, diplontic selection, chromosomes.



3.2 Pendahuluan

Bawang merah lokal, lebih disukai dibandingkan dengan bawang merah
impofsikeunggulan yang dimiliki varietas lokal tersebut antara lain daya hasil
tingol, Jumlah anakan banyak, serta memiliki bentuk, warna umbi, dan aroma
yang khas. Kultivar rubaru banyak dipilih oleh masyarakat umum maupun produsen
karena memiliki aroma yang harum dan kuat serta tingkat kerenyahan yang tinggi saat
diolah mesiadi bawang goreng (Lestari 2010, Harisandi 2013, Baswarsiati et al. 2015).
Alkan tetas: ukuran umbinya masih terlalu kecil dibandingkan dengan bawang merah
fokal lainrya.

Pemuliaan mutasi dengan menggunakan Kkolkisina diharapkan mampu
meningkaikan ukuran umbi bawang merah Rubaru, sehingga mampu meningkatkan
daya saingaya dengan bawang merah lainya. Induksi mutasi baik menggunakan
mutagen #sik maupun kimia dapat meningkatkan level ploidi suatu tanaman.

Peranfaatan teknik mutasi secara kimia dilakukan dengan menggunakan
larutan segerti etil metil sulfonat dan penggandaan kromosom menggunakan kolkisina,
herbisida @ryzalin, trifluralin dan pendhimentalin (Cheng et al. 2012). Pemanfaatan
senyawa tersebut untuk mutasi dengan merubah tingkat ploidi pada tanaman dengan
menghalangl pemisahan benang gelendong pada bawang merah (Omidbaigi et al.
2010). Ploidisasi menghasilkan tanaman dengan organ-organ seperti daun, batang,
bunga hingga akar yang lebih besar, selain itu juga terjadi peningkatan intensitas warna
dan ketahanan terhadap cekaman biotik dan toleran cekaman abiotik (Callaway 2000,
YildiZ2088)

3.3 Metode
3.3.1) Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada bulan Maret-Juni 2019, bertempat di Lahan
percobaan Pasir Kuda PKHT Institut Pertanian Bogor dan Laboratorium
Mikrateknik; Departemen Agronomi dan Hortikultura, Fakultas Pertanian, Institut
Pertanian Bogor.

3.3.2 Alat dan Bahan

Bahan tanaman yang digunakan pada penelitian ini terdiri atas umbi
bawang merah varietas Rubaru. Deskripsi varietas Rubaru disajikan pada
Lampiran 1. Bahan kimia kolkisina digunakan untuk perlakuan penggandaan
krom@som. Peralatan lapang yang digunakan pada penelitian ini antara lain
cangkul, sekop, ember. Media tanam yang digunakan adalah arang sekam,
kompos dan tanah dengan perbandingan 1:1:1. Pengamatan kromosom
menggunakan mikroskop, cawan petri, gelas objek dan penutup. Bahan kimia
yang digunakan dalam pengamatan kromosom antara lain: HCL, akuades steril
dan pewarna aceto orcein.

3.3.3  Prosedur Kerja

3.3.3.1 Rancangan Percobaan.

Rancangan percobaan dalam penelitian ini menggunakan Rancangan Kelompok
Lengkap=teracak Faktorial dengan 2 kali ulangan. Faktor pertama berupa
konsentrase=nerendaman 0,01%, 0,02%, 0,05%, 0,1%, dan 0,2%. Faktor kedua
lama perengaman 3, 6, 12, dan 24 jam sesuai dengan penelitian Caperta et al.
(2006) cimoedifikasi, dan setiap taraf diulang sebanyak 3 kali. Total terdapat 60
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sattian percobaan, setiap satuan percobaan terdapat 10 umbi sehingga terdapat 600
umbi bawang merah yang diamati. Perhitungan nilai LC50 didapat dengan
meinbandingkan jumlah tanaman yang hidup pada setiap konsentrasi kolkisina
yang diberikan pada 4 MST dengan kontrol kemudian dicari nilai persamaannya
menggunakan Curvit Analysis Software,

jumlah tanaman hidup perkonsentrasi
Tarsman hidup (%) = — : x 100%
jumlah tanaman hidup kontrol (0%)

3.3:3:1 Metode Pelaksanaan

Persiapan bahan tanam menggunakan media tanam campuran tanah,
sekam padi, kompos dengan perbandingan 2:1:0.5 pada bendeng percobaan
ukuan pnjang 10 m x lebar 1.5 m. Sebanyak 10 umbi untuk masing-masing
sati=n percobaan. Umbi di potong sepertiga bagian atasnya untuk memudahkan
kolkisina masuk kedalam jaringannya. Kemudian direndam dalam larutan
kolkisina sesuai dengan perlakuan pada suhu 24°C di ruang gelap. umbi yang
telah direndam dibungkus kertas merang basah selama 24 jam, dan ditumbuhkan
akarnya pada suhu 24 °C ruang gelap selama 2 hari. Kemudian dilakukan analisa
sitologl pada akar seluruh individu setiap perlakuan sebelum ditanam dan umbi
MO. Umbi yang telah direndam sesuai dengan perlakuan kemudian di tanam pada
petak percobaan dengan jarak tanam 10 x 10 cm.

Kegiatan pemeliharaan yang dilakukan terdiri atas penyiraman yang
dilakukan minimal 1 kali setiap hari, penyiangan gulma, pemupukan dan
penyemprotan pestisida. Pemupukan dilakukan dengan cara pengocoran
menggunakan pupuk N-P- K 16:16:16 dengan konsentrasi 5 — 10 g L™ dan dosis
125 — 250 mL per lubang tanam yang diberikan pada 14 HST, 30 HST, dan 45
HST. Penyemprotan pestisida dilakukan 1 minggu sekali, menggunakan fungisida
dan bakterisida dengan konsentrasi 1 — 2 g L! dan dosis 125 — 250 ml per lubang
tanam. Penyiangan dilakukan minimal 1 minggu sekali dan pemanenan dilakukan
setelah batang daun bawang merah agak layu. Pengambilan data dilakukan pada
saat keglatan pemeliharaan dan setelah pemanenan dilakukan.

3.3.3.4 Pengamatan

Beberapa karakter yang diamati dalam penelitian ini yakni, jumlah
tanaman hidup, diamati pada 4 (minggu setelah penanaman) MST yang kemudian
digunakan untuk mencari nilai LCso dan analisa sitologi jumlah kromosom pada 7
hari setelah perendaman dengan kolkisina.

3.3.3.5 Analisa Data
Analisa data diolah dengan menggunakan software Curvit Expert pada data

umbi atau tanaman hidup 4 MST. Umbi yang telah diberi perlakuan kolkisina
kemudian ditumbuhkan dan dipotong akarnya kemudian dilakukan preparasi
preparat metode tanpa pra-perlakuan (Syukur et al. 2015). Pengamatan dilakukan
Muias=iam 07.00-09.00 saat proses metafase bawang merah terjadi. Jumlah dan
ukdram sel diamati dengan mikroskop binokuler perbesaran 4x10.
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= 3.4 Hasil dan Pembahasan

3.4.1 LC50 Umbi Bawang Merah Terhadap Kolkisina

atian suatu sampel atau banyaknya sampel percobaan yang mampu
p yang disebut juga dengan lethal dosage (LD) atau lethal
o= g aHon (LC). Lethal dosage biasanya diistilahkan untuk perlakuan mutasi

s+ akibat paparan sinar X, sinar gamma, sedangkan kematian mutasi
Ban-bahan kimia disebut Lethal concentration. Keragaman dan mutan
a kegiatan induksi mutasi dihasilkan disekitar nilai lethal dosis
trasi dan seringkali dosis atau konsentrasi optimal yaitu pada nilai
50 (Aisyah et al. 2009, Kurtar et al. 2017). LDso atau LCso
5is atau konsentrasi dimana setengah dari sampel yang terpapar mati,
a dicari dengan menghubungkan nilai dosis iradiasi dengan persen
. Nilai dosis semi-letal (LDso) dihitung dengan menggunakan
gresi y = ax + b, dimana y adalah respon variable, X adalah variable
a dan b mewakili slope dan konstanta, secara berturut-turut (Baran
al. 2017).

&di Yhaul vie

) |

%

a

(f’:.

1%

bel 3 Persentase umbi hidup, persamaan dan nilai LCsg

* Lama Perendaman Umbi Persamaan LCso (%)
= (Jam) hidup (%) linier
= 0 100
= 3 89
Z 6 96
S 12 30
? 24 48
= 3 96
6 85
12 96
24 56
s 3 3 89 y=21967x+
= B 6 107 3,0305 0,1277
= = 12 59
24 0
T = 3 81

= 6 74

= 12 22

= 24 0

5 3 41

6 41

12 0
24 0

iasah pengamatan menunjukkan bahwa terdapat penurunan persentase
n-setelah perlakuan Kolkisina. Penurunan daya hidup umbi bawang
fictas Rubaru pada konsentrasi 0.1% dan lama perendaman 12 jam.
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Penurunan lebih signifikan terjadi saat lama perendaman 24 jam diseluruh
konsentrasi dan pada konsentrasi 0,2% diseluruh perlakuan lama perendaman.

Hasil induksi poliploid dengan kolkisina menunjukkan bahwa perlakuan
konsentrasi kolkisina menghasilkan tinggi tanaman dan jumlah daun yang lebih
rendah dibandingkan perlakuan kontrol. Perlakuan pemberian Kkolkisina
menyebabkan diameter daun menjadi lebih besar, warna daun lebih hijau, dan
lebis tebal. Menurut Griffith et al. (1999) meningkatnya ukuran sel sehingga
mergakibatkan daun menjadi lebih tebal merupakan salah satu ciri fisik tunas
poligloid yang umum.

Perendaman kolkisina pada perlakuan 0,01, 0,02, 0,05, 0,1 dan 0,2%
didwaa menyebabkan peningkatan jumlah kromosom tanaman bawang merah
sehiigga menyebabkan ukuran sel bawang merah menjadi lebih besar, terlihat dari
ukuran akar dan daun bawang merah (Gambar 4). Hal ini menyebabkan diameter
dauts menjadi lebih besar dibandingkan perlakuan kontrol. Namun demikian,
adasya peningkatan jumlah kromosom tersebut diduga tidak mampu ditampung
oleh® sel tanaman bawang merah sehingga menyebabkan terganggunya
pertumbuhan bawang merah yang akhirnya menyebabkan lebih rendahnya tinggi
tanaman dan jumlah daun bawang merah pada perlakuan dibandingkan perlakuan
kontrol. Kolkisina menyebabkan terhambatnya pertumbuhan akibat jaringan yang
rusak sehingga tanaman memerlukan waktu lebih lama untuk tumbuh (Damayanti
dan Mariska 2003). Lamanya pertumbuhan tanaman juga diakibatkan oleh
pesarnya jumlah kromosom dari kromosom awal. Suryo (2007) menyatakan
jumlah kromosom yang mengganda juga menyebabkan pembelahan sel menjadi
lambat.

Seluruh populasi M1V1 pada akhir pengamatan tidak menampakkan hasil
adanya umbi yang terploidisasi. Tanaman yang bertambah ploidinya sebagian
pesar mati pada minggu ke 3 dan 4, hasil dari perendaman juga terlihat sebagian
akar memiliki dua jenis akar, akar tetra dan diploid dalam satu umbi. Hal ini
disebabkan adanya proses diplontic selection atau kompetisi pada sel-sel mutan
dan sel-sel normal. Diplontic selection merupakan persaingan antara sel-sel
diploid dalam organisme multiselular yang terjadi hanya ketika mutasi dominan
atau perubahan dominan lainnya pada jaringan meristem (Klekowski 2003, Redei
2008).

Hasil analisa kromosom akar bawang merah menunjukkan umbi bawang
merah dengan perlakuan kolkisin, memiliki dua jenis kromosom, yakni memiliki
jumlah kromosom yang sama dengan umbi bawang merah tanpa perlakuan
kolkisina yaitu 2n = 2x = 16 serta kromosom serta kromosom tetraploid. Hal ini
diduga karena adanya proses diplontic selection, sehingga terdapat dua jenis
Kromosom yang semakin lama akan menjadi kromosom normal. Selain itu, faktor
penentu keberhasilan induksi poliploid antara lain media, agen antimitosis, jenis
eksplan yang digunakan, konsentrasi yang digunakan dan lamanya paparan
penginduksi mutasi (Dhooghe et al. 2011). Tanaman yang mengalami perubahan
fisik akibat perlakuan kolkisina seluruhnya mengalami kematian, sehingga
penelitian pendugaan parameter genetik tanaman mutan putatif populasi M1V2
pafdashawang merah Rubaru melalui umbi tidak dapat dilakukan. Hal ini juga
mentizjukkan bahwa perbaikan genetik pada bawang merah Rubaru melalui
penggandaan kromosom menggunakan mutasi kimia tidak dapat dilakukan pada
umbrbawang merah.
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Senada dengan penelitian yang dilakukan oleh Sari (2018), penggunaan
umbi sebagal sumber bahan untuk perlakuan mutasi menggunakan kolkisina pada
bawafgeinerah varietas Bima Brebes juga tidak diperoleh hasil umbi poliploid
pada M1V1. Namun diperoleh umbi poliploid hasil penggandaan

_krom ngan menggunakan benih true shallot seed (TSS), sehingga
_ %b’[;eng (f: SS lebih disarankan dalam usaha mutasi menggunakan mutagen
- kimiauntgk bawang merah yang menghasilkan bunga. Sedangakan untuk varietas
SRuba il idak dapat menghasilkan bunga, fusi protoplas dapat digunakan

auntuk

pilihan pemuliaan pada varietas bawang merah Rubaru.
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osom umbi bawang merah Rubaru 7 HSP. (a) umbi dan
osom diploid (b) umbi dan kromosom poliploid. Tanda panah
njukkan akar dari umbi pada gambar b, kotak hijau: kromosom
id, lingkaran hijau: kromosom tetraploid.
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3.5 Simpulan

Nilai Lethal concentration 50 (LCso) dari hasil perendaman umbi bawang
bagai konsentrasi kolkisina yaitu 0,1277%, pada konsentrasi tersebut,
h persen tanaman atau umbi bawang merah bertahan hidup Tanaman-
yang hidup dan menunjukkan perubahan morfologi akibat peningkatan
lam satu umbi, tidak keseluruhannya mengalami perubahan ploidi,
terjadi proses diplontic selection, sel-sel mutan yang memiliki ploidi
ggi kalah dengan sel-sel normal atau sel diploid, sehingga tidak
an tanaman M1V1.

B

SIS
Qo
-~
[
=
=
[=5]
=
=
(=1
| =
=9
oo
=
=
o
o
=
o2
=
(==
QO
ga

fsiastu) g gz

|
=
o
=
o)
=
oo
=
@
=
[o=]
=
=t
=
wn
@
=y
f=5]
o,
Q)
=
QO
=
Qo
=
w
(228
=
=
=
=
=
=2
—
oo
—
=
o
=3
—
fa¥]
=
=5
QO
=
)
=
o
QO
=
=
=
=1
=
QO
=
F=1
o
=
=
)
=
o
D
=
=
=
=
Qo
=
w
=
=
)
L2

—
O
ww)
c
=.
=
D
-
oo

=



IV ISOLASI DAN ANALISA EKSPRESI GEN FLOWERING
LOCUS T-2 PADA BAWANG MERAH

4.1 Abstrak
Abstrak

Perabungaan pada bawang merah penting untuk mentransfer sifat-sifat
penting pada bawang merah seperti ketahanan terhadap serangan Fusarium
oxysporurs-dan antraknosa, serta toleran terhadap salinitas. Namun, kemampuan
berbunga=s bawang merah sangat beragam, sehingga penting untuk
mengidertsfikasi mekanisme pembungaan dan gen yang mengaturnya, salah
satunya waitu gen AcFT2. Tujuan peneitian ini adalah untuk memperoleh
informasi=sikuen gen AcFT2 dan mempelajari ekspresi relatif gen AcFT2 dan
korelasinya terhadap pembungaan. Dua varietas bawang merah Lokananta dan
Bima, Brebes diberi perlakuan vernalisasi pada suhu 8 °C selama 6 minggu dan
tanpa/perlakuan vernalisasi, kemudian ditanam hingga 30 hari. Sikuen gen AcFT2
dari kelima varietas bawang merah dianalisa dengan perangkat lunak Geneious
dan MEGA X. Analisa ekspresi gen AcFT2 like shallot menggunakan metode
qRT-PCR. Hasil menunjukkan bahwa Gen AcFT2 like shallot yang diperoleh dari
kelima varietas bawang merah memiliki homologi yang tinggi dengan gen FT
tanaman-tanaman lain terutama dengan genus Allium. Terdapat korelasi nyata
antara ekspresi relatif gen AcFT2 like shallot pada kedua varietas bawang merah.
Lokananta menunjukkan ekspresi gen yang lebih tinggi dan didukung dengan
kemapuan berbunganya yang lebih tinggi dibandingkan dengan Bima Brebes.
Kata kunel: vernalisasi, QRT-PCR, ekspresi gen.

Abstract

Flowering in shallot is important for transferring its important traits such as
resistance to Fusarium oxysporum and anthracnose attack, and tolerance to
salinity. The flowering ability of shallots is very diverse. So, it is necessary to
identify the flowering mechanism and the genes regulate it, one of them is AcFT2
gene.| This research aimed to obtain information on the AcFT2 gene sequence and
to study the relative expression of the AcFT2 gene and its correlation to flowering
in shallots under vernalized and non-vernalized treatment conditions. Two
varieties of Lokananta and Bima Brebes shallots were given vernalization
treatment at 8 °C for 6 weeks and without vernalization treatment, then planted for
up to 30 days. The AcFT2 gene sequence generated from the five shallot varieties
analyzed using Geneious and MEGA-X software. Gene expression analysis was
using the gRT-PCR method. The results showed that the AcFT2-like shallot gene
obtained had high homology with the FT gene of other plants, especially the
Allium genus. There is a significant correlation between the relative expression of
the AgF#z=inke shallot gene in the two shallot varieties. Lokananta shows higher
gene expression and is supported by its higher flowering ability compared to Bima
Brebds!

Keywordsivernalisation, qRT-PCR, gene expression
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4.2 Pendahuluan

Bawang merah (Allium cepa var. aggregatum) merupakan bagian dari
geinus Allium yang memiliki ukuran umbi relatif lebih kecil dibandingkan bawang
pombai (common onion, Allium cepa). Bawang merah adalah sayuran obat dan
Dergizi penting yang bayak dikonsumsi dan dibudidayakan di Asia, Afrika, dan
sebagian kecil di beberapa negara di Eropa dan Amerika (Assefa et al. 2016;
Ma:2r et al. 2018). Produksi terbesar bawang (Bawang bombai, bawang merah,
dan=awang daun) yaitu dari Cina, India, dan Pakistan dengan produksi lebih dari
20 juta ton, mencakup 84% total produksi dunia. Produksi tersebut diikuti oleh
Jepang, Korea Selatan, Banglades, Indonesia, Mali dan New Zealand (FAOSTAT
2020z Globaltrade 2020).

Bawang merah memiliki memiliki karakter-karakter penting untuk
peningkatan kualitas bawang seperti ketahanan terhadap penyakit fusarium dan
antrzknosa, serta toleran terhadap cekaman salinitas (Galvan et al. 1997, Sintaheyu
et a-2011; Aprilia et al. 2020; Syamsyiah et al. 2020). Sebagian besar petani bawang
merah masih menggunakan umbi benih sebagai perbanyakan tanaman, dibandingkan
dengan biji botani atau true shallot seed yang memiliki berbagai kelebihan. Kelebihan
tersebut yaitu benih bebas penyakit dan virus, kebutuhan benih perhektar rendah,
mudah didistribusikan, mengurangi biaya produksi, produksi yang lebih tinggi
dengan umbi yang lebih besar dan bebas penyakit (Palupi et al. 2017; Askhari-
Khorasgani and Pessarakli 2019).

Kemampuan berbunga varietas bawang merah sangat beragam dengan
presentase yang rendah < 10%, dan 10-30% (Rosliani et al. 2005), bahkan
peberapa varietas tidak dapat berbunga seperti Palasa dan Rubaru (Idhan et al.
2015; Marlin et al. 2018). Varietas lain memerlukan perlakuan tambahan untuk
menginisiasi pembungaan melalui penambahan asam gibberilin, vernalisasi, dan
paparan terhadap fotoperiod hari panjang (Shopa et al. 2014; Pramukyana et al.
2018). Perbedaan kemampuan dan waktu berbunga tersebut menyulitkan untuk
produksi benih TSS pada beberapa varietas maupun persilangan antar varietas.

Pemahaman terkait mekanisme pembungaan beserta gen-gen nya pada
perbagal varietas bawang penting untuk proses persilangan tanaman maupun
produksi TSS. Gen FLOWERING LOCUS T (FT) merupakan florigen (hormon
pembungaan) penting pada mekanisme pembungaan yang ditemukan di A.
thaliana dan ortolognya di hampir semua tingkat tanaman (Meng et al. 2011; Lee
et al. 2013; Zheng et al. 2016). Ekspresi berlebih dari gen FT pada tanaman
transgenik menyebabkan pembungaan awal pada hari pendek dan panjang. Mutan
dari gen FT menyebabkan penundaan dalam proses pembungaan (Komiya et al.
2008; Prasiga et al. 2019). Gen FT yang teridentifikasi pada Allium cepa double
haploid CUDH2150 adalah AcFT-1, 2, 3, 4, 5, 6 dan 7. AcFT-1 diketahui terlibat
dalam pembentukan umbi, AcFT4 bertindak sebagai penekan pembentukan umbi
dengan mencegah peingkatan aktifitas (up-regulation) gen AcFT-1, sedangkan
gen AckT-7, AcFT-4 terlibat pada pembentukan umbi dan waktu kematangan
umbi (Lee et al. 2013; Manoharan et al. 2016; Lyngkhoi et al. 2019). Paparan
suhu dingin atau vernalisasi memicu peningkatan aktifitas ekspresi gen AcFT2
menvenabkan adanya inisiasi pembungaan pada bawang bombai galur
CUD=2150 dan terekspresi tinggi pada hari panjang maupun hari pendek (Lee et
al. Zui3).
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I\Mwn, penelitian-penelitian lain terkait fungsi AcFT2, Dalvi et al. (2016)

menyatakan bahwa ekspresi gen AcFT2 pada bawang bombai hari pendek kultivar
erelspresi kuat pada tahap akhir pembentukan umbi. Penelitian pada
ai yang dilakukan oleh Lyngkhoi et al. (2019), menunjukkan
yang ditanam pada kondisi hari pendek dan hari panjang, ekspresi
dah hingga date after showing (DAS)-60 dan meningkat pada DAS
i tidak terdeteksi pada varietas bawang bombai hari panjang
n terdeteksi pada varietas hari pendek “Hojem”, yang ekspresinya
kspresi gen AcFT1 selama tahap perkembangan dan kematangan
yenyinaran 12 jam (long day, LD) dan secara signifikan, fungsional
ara jelas belum diketahui (Rashid et al. 2019).
u, meskipun penelitian tentang efek vernaliasi telah dilakukan
ietas bawang merah Indonesia (Khokhar et al. 2007; Palupi et al.
et al. 2018), namun studi terhadap sikuen dan ekspresi AcFT2
ar. aggregatum pada proses vernalisasi belum pernah dilakukan
al tersebut menjadikan pentingnya penelitian lebih lanjut untuk
ngsi gen AcCFT2. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh
radaan sikuen gen AcFT2 dan mempelajari ekspresi kuantitatif gen
pawang merah varietas Lokananta dan Bima Brebes di bawah
alisasi dan non-vernalisasi.
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n studi ekspresi gen dilakukan di kebun percobaan Pusat Kajian
ropika (PKHT)-IPB, Tajur, Bogor pada bulan Agustus-September
enanaman bawang merah. Isolasi gen dan analisa ekspresi gen
ative real-time polymerase chain reaction (qQRT-PCR) dilakukan di
Horticulture, Universitas Gifu, Jepang, pada bulan Oktober 2019-
disi cuaca penanaman berdasarkan data stasiun Citeko, Bogor di
abel 4.

51 cuaca penanaman bawang merah di Bogor, Indonesia tahun 2019

Bulan-
Agustus September
21,00 21,70
11,53 12,31
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genetik yang digunakan yaitu, lima varietas bawang merah,
a Brebes, Rubaru, Palasa, dan Biru Lancor. Bahan penanaman dan
seperti tanah komposit, fungisida dan bakterisida. Peralatan yang
u peralatan sarana produksi pertanian.
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) merah varietas Lokananta, Bima Brebes, Rubaru, Palasa, dan Biru
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minggu pada suhu 8 °C dan tanpa perlakuan vernalisasi. Sampel kelima varietas
bawang merah ditanam pada bedengan di kebun percobaan PKHT Tajur dengan
jumlah 20 umbi untuk masing-masing varietas. Sampel untuk analisa uji ekspresi
gen diambil dari tanaman bawang pada umur 30 hari setelah tanam. Sampel di
ambil pada bagian meristem antara daun dan batang semu umbi sebelum calon
Infis¥esence muncul karena pada bagian tersebut ekspresi gen AcFT2 pada
pawzng bombai terekspresi tinggi (Lee et al. 2013) dan disimpan dalam larutan
RNAdater untuk menjaga RNA pada jaringan untuk di isolasi dikemudian hari.

4.3:2:2 lIsolasi RNA Total

RNA total diisolasi dengan menggunakan TRIzol® reagent (Invitrogen,
US/A3. Sebanyak 800 pl larutan TRIzol dimasukkan ke dalam tabung mikro 1.5 ml.
Datif; tahaman bawang dimasukkan ke dalam mortar, ditambah nitrogen cair,
kemsdian digerus sampai menjadi serbuk halus. Serbuk dimasukkan ke dalam
tabtiig mikro yang berisi larutan TRIzol, kemudian ditambah dengan 200 pl
kloroform, dibolak-balik dan diinkubasi pada suhu ruang selama 3 menit.
Suspensi disentrifugasi pada kecepatan 10000 rpm selama 10 menit pada suhu
4 °C. Supernatan diambil dan dipindahkan ke dalam tabung yang baru, ditambah
Isopropanol sebanyak 1 x volume supernatan kemudian divortex dan diinkubasi
selama 10 menit pada suhu ruang. Suspensi disentrifugasi pada kecepatan 10000
rpm selama 10 menit pada suhu 4 °C, kemudian supernatan dibuang hingga
diperoleh endapan. Endapan dicuci dengan cara menambahkan 500 pl etanol 70%
dan disentrifugasi pada kecepatan 10000 rpm selama 5 menit pada suhu 4 °C.
Supernatan dibuang, kemudian endapan dikeringkan pada suhu ruang selama 5
menit. Endapan yang sudah kering ditambah dengan 15 ul air yang diperlakukan
dengan diethyl pirocarbonate (DEPC treated water) dan diinkubasi pada suhu 60
°C selama 10 menit.

Perlakuan DNase dilakukan untuk menghilangkan kontaminasi DNA pada
RNA Total menggunakan kit Recombinant DNAse | (RNAse-free) (Takara Bio
Inc, Dalian, Japan) berdasarkan instruksi dengan modifikasi untuk mendapatkan
kualitas RNA yang tinggi. Kualitas dan kuantitas total RNA ditentukan dengan
menggunakan Nanovue (GE Lifecare Health Science, Japan).

Sintesis cDNA disintesis menggunakan kit PrimeScript™ RT Master Mix
Perfect Real Time (Takara Bio Inc., Dalian, Japan), dengan cmpuran 5x
PrimeScript RT Master Mix Perfect Real Time 2 pl, total RNA hingga 500ng
dalam 10pul larutan reaksi dan RNase free dH20 hingga 10pul. campuran larutan
kemudian direverse-transkripsikan pada 37 °C 15 menit (reverse-transcription),
85 °C 5 detik (pemanasan inaktivasi reverse transcriptation), dan diakhiri pada
suhu 4 °C.

4.3.3.3 Desain Primer dan Isolasi Gen FT2

Primer yang digunakan dari referensi Lyngkhoi et.al (2019) dan Manoharan
et.al (2016) tidak dapat mengamplifikasi sikuen gen target FT Locus pada bawang
merah “sehingga dilakukan proses desain primer baru. Desain pasangan primer baru
dicasarkan pada gen AcFT2 hasil penelitian Lee et al. (2013) dari double haploid
paWa/g bombai galur CUDH2150. Desain primer menggunakan primer 3.0
(higperniww.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plusHelp.cgi).



Proses polymerase chain reaction (PCR) dilakukan dengan menggunakan
menggunakan cDNA bawang merah dengan vernalisasi varietas Lokananta, Bima
Brebaspkubaru, Palasa, dan Biru Lancor ditambah kit KOD Neo FX. Proses PCR
dilakukan dengan mesin Takara , tahap PCR yaitu predenaturasi 94 °C 2 menit, 40
siklus denaturasi 98 °C selama 10 detik, annealing 60 °C selama 30 detik, dan
extention=98 °C selama 10 detik, suhu akhir proses PCR 4 °C. Hasil PCR
kemugharsdielektroforasi dengan agarose 3% 100 V selama 30 menit dalam buffer
TBE [ IN& Hasil elektroforesis pada gel agarose kemudian dipurifikasi
menggunaxan Nucleospin® Gel and PCR Cleaning kit, menambahkan 200 uL
NT1 per 280 mg gel, kemudian inkubasi selama 5-10 menit pada 50 °C di hot-
plate 'dan=dibolak-balik selama 2-3 menit hingga potongan gel larut. 700 uL
sampel yeag telah larut dipipet kedalam kolom Nucleospin® Gel and PCR
Cleaning¥ang diletakkan di tube 2 ml, kemudian di sentrifuse pada 11000 rpm 30
detik [suBs_ruang untuk proses pengikatan DNA. Pembasuhan membran silika
dilakukan ™ dengan menambahkan 700 uL buffer NT3 ke dalam kolom
Nucleospin® Gel and PCR Cleaning dan sentrifuse pada 11 000 rpm 30 detik
suhu ‘ruang kemudian buang larutan pada tube 2 ml diulang dua kali untuk
meminimalisir rendahnya nilai A260/A230. Pengeringan membran silika
dilakukan dengan sentrifuse pada 11000 rpm 1 menit untuk membuang sisa bufer
NT3 fdan diinkubasi selama 2-5 menit pada suhu 70°C. kolom kolom
Nucleospin® Gel and PCR Cleaning diletakkan ke tube 1.5 ml baru kemudian
ditambahkan 15-30 uL bufer NE dan diinkubasi pada suhu ruang selama 1 menit,
kemudian disentrifuse pada 11 000 rpm 1 menit.

4.3.34 Analisa Ekspresi Gen dengan Metode Kuantitatif Real Time
Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR)

Sampel cDNA bawang merah yang digunakan untuk analisa ekspresi gen
dengan gRT-PCR adalah varietas Lokananta dan Bima Brebes dengan perlakuan
vernalisasi dan tanpa vernalisasi. Pasangan primer qRT-PCR didesain dari gen
AcFT2 like shallot yang didapatkan dari hasil isolasi gen sebelumnya. pasangan
primer gen housekeeping yakni AcTUB (AA451529) diambil dari referensi Rashid
et al. (2019) sebagai referensi internal untuk menormalkan data ekspresi. Kit PCR
yaitu Prime script SYBR Green | master mix (Takara Bio Inc., Jepang) 12,5 uL
terdirt darli SYBR Premix Ex Taqg Il (2x) 6.5 uL, primer mix 10 uM 0.5 uL
(konsentrasi akhir 0.2 uM), cDNA solution 2.5 uL, dH20 3 uL. gPCR dilakukan
menggunakan mesin Takara Dice Real Time (Takara Bio Inc., Jepang) dengan
tahapan denaturasi awal pada 95 °C 3 menit, diikuti oleh 40 siklus pada 95 °C 30
detik, 55 °C 30 detik, 72 °C 1 menit dan ekstensi 72 °C 5 menit. Data ekspresi gen
dievaluasi menggunakan standar deviasi (Zhou et al. 2017). Data yang digunakan
hanya saat diassociation curve satu puncak dan efesiensi kurva standar antara 80-
120%%
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v Tabel 5 Primer-primer isolasi gen dan analisa qPCR AcFT2

Primer Sikuen (5°-3) Target (bp)

F:CGGTTGGGTAGAGTAGTGGG 455
R:TAAAGAGCAGCAACCGGAGA
F.:GAATTGAAATTGGCGGCGGT 143
R:CTGGAAGCACAAGTGCAAGC
F.:GTCTTCAGAGGCAAGATGAGCAC 138

R:TCAGTCCAGTAGGAGGAATGTCG

dan Pembahasan

alisa Bioinformatik Gen FLOWERING LOCUS T Allium cepa var.
jregatum (AcFT2 like shallot)

agmen DNA spesifik 455 bp berhasil diamplifikasi dari 5 sampel cDNA
erah, Lokananta, Bima Brebes, Rubaru, Palasa, dan Biru Lancor Tabel
sikuensing kelima fragmen tersebut kemudian diedit menggunakan
Geneoious dan disejajarkan untuk mendapatkan kemiripan basa DNA
gen FT lainnya untuk mendapatkan rangkaian sikuens parsial ACFT2
erah. Sikuen kemudian diblast di NCBI dan kemudian digunakan untuk
in primer qPCR.

» Hasil contig sikuen dari lima fragmen AcFT2 bawang merah Indonesia
en ACFT2 Panjang sikuen

Nukleotida (bp) Asam amino (aa)
Forward Reverse Contig
ananta 427 419 447 148
Brebes 426 419 446 148
baru 425 425 457 151
lasa 424 420 456 151
Lancor 425 422 460 152

sil blast kelima sikuen gen parsial AcFT2 like shallot (Tabel 7)
kkan adanya homologi yang tinggi dengan Allium cepa Kkultivar
50 (KC485349.1) 99,34-100 %, dan Allium sativum lokus berbunga T
KP711810.1) 92,76-93,38%. Homologi dengan gen FT tanaman lain,
s officinalis (73,6%) adalah kategori homologi sedang. Ini menunjukkan
en AcFT2 like shallot terkonservasi di antara tanaman yang berbeda.

dentitas sikuen antara asam amino prediksi sampel tanaman bawang
erah dengan asam amino FT2 di GeneBank
Aksesi di GeneBank

gen " :
""::j FT2 A.cepa  FT A. sativum Hd?;a;fﬁigzlrggus al xkié);ztem
(AGZ20208.1) (AKISA4BLL) o (00267911.1) (AGOS1838.1)
— 100% 93.24% 7551% 72.79%
By 100% 93,24% 7551% 72,79%
ITid ¢

ja—
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D
L
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AGZ20208.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VTHDMN3V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AKJ54481.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VTHDMN3V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_020267911.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=VTHDMN3V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AGO81838.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=11&RID=VTHDMN3V016
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Aksesi di GeneBank

FT2 A.cepa  FT A. sativum Hd3a Asparagus  FT-like protein
officinalis A. cepa

AGZ20208.1) (AKISA4BLY) o 4o0067911.1) (AGO81838.1)

5 100% 93,38% 75,33% 72,67%
100% 93,29% 75,68% 72,97%
99.34% 92,76% 75,33% 72,67%

nukleotida parsial gen AcFT2 like shallot kelima varietas bawang
ki tingkat homologi yang tinggi dengan gen referensi, AcFT2
n juga gen pembungaan dari tanaman lain. Berdasarkan hasil blast
astn NCBI) menunjukkan tingkat homologi dengan Allium cepa
2150 (KC485349.1) 99,56%, Allium cepa klon gen Pool2 FT2
99,44%, Allium sativum flowering locus T mRNA (KP711810.1)
Asparagus officinalis (73,6%).

1 10 2 ) 40 50 (]

& €0
ATATTCTTAACTGAGAAGTTAATATCCACTTGTGCTTCAGGATGATGGATTCGGATCCGT]

AGAGTAGTGGGTGATGTCATAGAC
AGAGTAGTGGGTGATGTCATAGAC
AGAGTAGTGGGTGATGTCATAGAC
AGAGTAGTGGGTGATGTCATAGAC
AGAGTAGTGGGTGATGTCATAGAC
AGAGTAGTGGGTGATGTCATAGAC

TA

‘00 HO IZO 133 MD IB.) — 173 150 Tw
CCGTTTACCAGAAGGGTGTCGCTTAGGGCCGTCTACTCATGCAGAGAAGTTGCTAATGGACGCGAGTTTAAGCCTTCCCAGGTTGCTCTACAACCA
CCGTTTACCAGAAGGGTGTCGCTTAGGGCCGTCTACTCATGCAGAGAAGTTGCTAATGGACGCGAGTT TAAGCCTTCCCAGGTTGCTCTACAACCA
CCGTTTACCAGAAGGGTGTCGCTTAGGGCCGTCTACTCATGCAGAGAAGTTGCTAATGGACGCGAGTTTAAGCCTTCCCAGGTTGCTCTACAACCA
CCGTTTACCAGAAGGGTGTCGCTTAGGGCCGTCTACTCATGCAGAGAAGTTGCTAATGGACGCGAGTT TAAGCCTTCCCAGGTTGCTCTACAACCA
CCGTTTACCAGAAGGGTGTCGCTTAGGGCCGTCTACTCATGCAGAGAAGTTGCTAATGGACGCGAGTTTAAGCCTTCCCAGGTTGCTCTACAACCA
4) CCGTTTACCAGAAGGGTGTCGCTTAGGGCCGTCTACTCATGCAGAGAAGTTGCTAATGGACGCGAGTTTAAGCCTTCCCAGGTTGCTCTACAACCA

0 210 2 20 40 20 %0 270 8
AGAATTGAAATTGGCGGCGGTGATC TTAGGAACTCTTATGCACTTGTG TTGGTGGACCCAGACGCTCCAAGCCCAAGCAATCCYTGTCTACGAGAA
AGAATTGAAATTGGCGGCGGTGATCTTAGGAACTCTTATGCACTTGTGTTGGTGGACCCAGACGCTCCAAGCCCAAGCAATCCCTGTCTACGAGAA
AGAATTGAAATTGGCGGCGGTGATCTTAGGAACTCTTATGCACTTGTGTTGGTGGACCCAGACGCTCCAAGCCCAAGCAATCCCTGTCTACGAGAA
AGAATTGAAATTGGCGGCGGTGATCTTAGGAACTCTTATGCACTTGTGTTGGTGGACCCAGACGCTCCAAGCCCAAGCAATCCCTGTCTACGAGAA
AGAATTGAAATTGGCGGCGGTGATCTTAGGAACTCTTATGCACTTGTGTTGGTGGACCCAGACGCTCCAAGCCCAAGCAATCCCTGTCTACGAGAA
A AGAA'I'FGAAA'I'I'GGCGGCGGTG'ATC'I'FAGGAACTCTI'ATGCAC'ITGTGTI'GGTGGACCCAGACGCTCCAAGCCCAAGCMTCCCTGTCTACGAGAA

9l

&33 3\0 310 3)3 3&’) 3/ 0 3-53
TAC'ITGCATI'GG'I'I'GGTCACAGACA'I'FCCTGGAAGCACAAGTGCAAGCTI’CGGCCAGGAAAGAATGTGCTATGAAAGTCCAAGGCCGACCTTAGGA
TACTTGCATTGGTTGGTCACAGACATTCCTGGAAGCACAAGTGCAAGC TTCGGCCAGGAAAGAATGTGCTATGAAAGTCCAAGGCCAACCTTAGGA
TACTTGCATTGGTTGGTCACAGACATTCCTGGAAGCACAAGTGCAAGC TTCGGCCAGGAAAGAATGTGCTATGAAAGTCCAAGGCCAACCTTAGGA
TACTTGCATTGGTTGGTCACAGACATTCCTGGAAGCACAAGTGCAAGC TTCGGCCAGGAAAGAATGTGCTATGAAAGTCCAAGGCCAACCTTAGGA
TACTTGCATTGGTTGGTCACAGACATTCCTGGAAGCACAAGTGCAAGCTTCGGCCAGGAAAGAATGTGCTATGAAAGTCCAAGGCCAACCTTAGGA
f) TACTTGCATTGGTTGGTCACAGACATTCCTGGAAGCACAAGTGCAAGCTTCGGCCAGGAAAGAATGTGCTATGAAAGTCCAAGGCCAACCTTAGGA

= = w0 m LY L] ey Eg 5 ] awn &
= ™ ATCCACAGATTTGCCTTCATATTATT TCAGCAGC TTGGTCGTGAGACTGTATGCTCTCCAGATTACAGGCAGAATTTTAACTCCAGAGGTTTCGCA

CCACAGATTTGCCTTCATATTATTTCAGCAGCTTGGTCGTGAGACT GTATGCTCTCCAGATTACAGGCAGAATTTTAACTCCAGAGGTTTCGCA
ATCCACAGATTTGCCTTCATATTATTTCAGCAGCTTGGTCGTGAGACT GTATGCTCTCCAGATTACAGGCAGAATTTTAACTCCAGAGGTTTCGCA
ATCCACAGATTTGCCTTCATATTATTTCAGCAGCTTGGTCGTGAGACT GTATGCTCTCCAGATTACAGGCAGAATTTTAACTCCAGAGGTTTCGCA
ATCCACAGATTTGCCTTCATATTATTTCAGCAGCTTGGTCGTGAGACT GTATGCTCTCCAGATTACAGGCAGAATTTTAACTCCAGAGGTTTCGCA
& ATCCACAGA'I'I'I'GCC'I'I'CATA'I'I'A'I'I'FCAGCAGC'I'FGGTCGTGAGACT GTATGCTCTCCAGATTACAGGCAGAATTTTAACTCCAGAGGTTTCGCA

40 500 510 530 540 55" f.; 570 573
GAAATATACAACTTGGGTTCTCCGGTTGE CTC'IT’TATT'I'CAACTGCCAGAGAGMGCTGGTCCAGGTGGGAGGAGAAC'ITATAGATGAATC
GAAATATACAACTTGGGTTCTCCGGTTGCTRCTCTTTAA
GAAATATACAACTTGGGTTCTCCGGTTGC-GCTCTTTAA
GAAATATACAACTTGGGTTCTCCGGTTGC
GAAATATACAACTTGGGTTCTCCGGTTGCTECTCTTTAA
A) GAAATATACAACTTGGGTTCTCCGGTTG

sejajaran sikuen nukleotida parsial putatif ACFT2 lima varietas
ang merah

engelompokan dari pohon filogenetik (Gambar 6) menunjukkan jika
varietas mengelompok dengan FT2 A. cepa didukung dengan
0gi yang tinggi antara sikuen nukleotida AcFT2 kelima varietas
sikue nukleotida gen referensi, ACFT2 A. cepa, (Gambar 5). Perbedaan
satu basaiirogen T ke-71 yang dimiliki oleh gen AcFT2 like shallot Bima Brebes
imphisasi, jpada jarak kekerabatannya dengan gen AcFT2 like shallot dari
okananta, Palasa, Rubaru, dan Bima Brebes yang lebih dekat jarak
iannya dengan gen referensi AcFT2 galur CUDH2150



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AGZ20208.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VTHDMN3V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AKJ54481.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VTHDMN3V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_020267911.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=VTHDMN3V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AGO81838.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=11&RID=VTHDMN3V016
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6 Pohon Filogenetik Allium cepa Flowering Locus T-2 (AcFT2) like
shallot dari ke-lima varietas dengan protein FT, dan Hd3a tanaman
lain. Keterangan: kotak merah menunjukkan perbedaan
pengelompokan AcFT2 like shallot dari kelima varietas bawang merah

Keterlibatan gen AcFT2 like shallot kelima varietas bawang merah dalam
pembungaan ditunjukkan dengan hasil pensejajaran protein gen putative
elima varietas dengan protein dari A. thaliana dan keluarga Allium lainnya
\. cepa dan A. sativum serta Hd3a Asparagus oficinalis (Gambar 7).
aran sikuen asam amino gen AcFT2 like shallot dengan gen PEBP lain
an lain menunjukkan kunci residu asam amino yang menentukan fungsi

en FT termasuk dalam famili PEBP, dimana pada padi, gen homolog FT,
interaksi denga protein 14-3-3 dan OsFD1 membentuk komplek aktivasi
(Taoka et al. 2011). Protein 14-3-3 penting karena protein ini ditaut
’EB (Yang et al. 2019). Protein 14-3-3 berperan sebagai penghubung
seluler berbagai jalur sinyal yang berbeda, mentranduksi, dan
gasikan berbagai sinyal hormon pada regulasi proses fisiologis (Camoni
18). Asam amino Tyr (Y) dan GIn (Q) yang teridentifikasi merupakan
ino kunci pembeda antara gen FT dan TFL. Asam amino di posisi AA85
dan AA140 (GIn, Q) di Arabidopsis menunjukkan residu asam amino
jenentukan fungsi gen FT like juga terkonservasi pada protein kelima
3 bawang merah (Wang et al. 2018; Zhou et al. 2018). Motif terkonservasi
“dan GxHR merupakan domain PEBP yang mengkonformasi antara situs
ngikat ligand (ligand binding site) seperti yang dikemukakan oleh Karlgren et al.
[N
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(2011). %en asam amino terkonservasi loop 14-aa yang dikenal sebagai 'segmen
B' dan segmen C', LYN/IYN dalam homolog FT, diperlukan untuk aktivitas gen
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ajaran asam amino AcFT2 like shallot. Segitiga merah: residu asam
0 kunci yang menentukan fungsi FT. Segitiga kuning: residu asam
0 yang berinteraksi dengan protein 14-3-3 (Yang et al. 2019).

k merah: motif DPDxP, GxHR, dan L / I'YN (protein pembungaan).

Relatif Gen AcFT2 like shallot

elatif gen AcFT2 like shallot pada kedua varietas bawang merah
ekspresi lebih tinggi pada perlakuan tanpa vernalisasi dibandingkan
vernalisasi. Ekspresi gen AcFT2 like shallot di varietas Lokananta
bandingkan varietas Bima Brebes. Meskipun ekspresi gen AcFT2
ningkat pada perlakuan tanpa vernalisasi pada varietas Bima Brebes,
atan tersebut tidak berbeda dengan perlakuan vernalisasi dan lebih
ngkan ekspresi pada Lokananta.
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43.91
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Lokananta Bima Brebes

Varietas

0.97
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Vernalisation non-Vernalisation

8 Ekspresi relatif Allium cepa var. aggregattum FLOWERING LOCUS T-
2 like (AcFT-2 like shallot). Bar menunjukkan standar deviasi (n=6).

erdasarkan hasil dari analisa qPCR, terlihat varietas Lokananta memiliki
relatif yang tinggi. Rendahnya ekspresi gen AcFT2 pada varietas Bima
arena varietas ini merupakan varietas yang masuk kategori sukar
(Kementerian Pertanian Republik Indonesia 1984). Analisa korelasi
kan hubungan yang kuat dan signifikan antara ekspresi relatif gen dan
inaman berbunga dengan nilai r = 1 (Tabel 8).

orelasi Pearson ekspresi relative (ER) gen AcFT2 like shallot terhadap
respon berbunga (jumlah umbel bunga)

Umbel bunga Umbel bunga tanpa

Karakter ER Vernalisasi LS o
vernalisasi vernalisasi
_bqua 1%
isasi
bupga tanpa 1 * 1*
sasi
pa vernalisasi 1* 1* 1*

gan: * Korelasi signifikan pada taraf 0,05%. ER: ekspresi relatif.

kspresi gen AcFT2 yang tinggi pada varietas Lokananta juga ditunjukkan

espon pembungaan yang tinggi dibandingkan varietas Bima Brebes

9). Kemampuan berbunga varietas Lokananta ini senada dengan

...... 1 ekspresi gen AcFT2 like shallot pada Lokananta baik tanpa perlakuan
atrsasi dan vernalisasi.
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Jumlah umbel bunga

Lokananta Bima Brebes
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Varietas

@ Vernalisasi ETanpa Vernalisasi

lah umbel bunga bawang merah. Huruf-huruf yang berbeda pada
am batang menunjukkan perbedaan nyata berdasarkan uji LSD 5%

FT2 like shallot pada bawang merah bekerja terkait pembungaan,
rlihat dari ekspresi pada Lokananta, dimana ekspresi yang tinggi
a juga ditunjang dengan jumlah umbel pada Lokananta baik pada
upun tanpa vernalisasi. Jumlah umbel bunga pada varietas Bima
ernalisasi maupun tanpa vernalisasi tidak berbeda nyata dengan
bunga pada varietas Lokananta (Gambar 9).
i dikarenakan, meskipun dengan perlakuan vernalisasi dapat
keja (upregulasi) gen FT melalui penekanan kerja gen FLC yang
kerja FT, akan tetapi gen FT membutuhkan penyinaran cahaya
yang ama. Fotoperiodisitas LD penting setelah vernalisasi untuk
i pembungaan. Bawang merah dikelompokkan sebagai varietas hari
day, SD) yang hanya membutuhkan cahaya sekitar 10 jam untuk
Karim dan Ibrahim 2013, Marlin et al. 2018), namun belum jelas
a penyinaran yang dibutuhkan untuk inisiasi pembungaan. Selain
5 20 C meningkatkan munculnya infloresen (Khokhar 2019), namun
inggi, 29 °C siang dan 21 °C malam setelah induksi dengan suhu
enghambat proses pembungaan (Brewster 2008).
iodisitas selama masa tanam dari bulan Agustus hingga September
kan data dari BMKG (2020), stasiun meteorologi Citeko, Bogor,
11,53-12,31 jam dan suhu udara rata-rata berkisar 21,0-21,7°C.
)ut sesuai untuk inisiasi pembungaan setelah proses vernalisasi
berbunganya kultivar Lokananta dan Bima Brebes, namun belum
atuk mengaktifkan ekspresi gen AcFT2 like shallot pada Bima Brebes,
74 Bima Brebes masuk kategori varietas yang sukar berbunga, juga
ebutuhan lama panjang penyinaran cahaya atau fotoperiodisme
ini diprediksi lebih lama dibandingkan dengan Lokananta.
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Ekspresi gen AcFT2 like shallot berasosiasi dengan fotoperidisitas hari
panjang untuk menginisiasi pembungaan melalui linieritas produksi karbohidrat
daii_proses fotosisntesis dengan menggerakkan pembukaan stomata lebih lama
karena adanya induksi cahaya. Telaah terbaru terkait gen yang terkait pada
komponen pembungaan di A. thaliana oleh Aoki et al. (2019) menyebutkan
kongisi LD meningkatkan pembukaan stomata terinduksi cahaya, SOC1, faktor
trarskripsi downstream FT, ekspresinya melalui FT, dan peningkatan level
gkssresi PM H+-ATPase isoform, AHAS, di sel-sel penjaga. Mekanisme tersebut
dipeikuat oleh LD-dependent enhancement pembuka stomata yang diinduksi oleh
cahava dan H3K4 tri-methylation di SOC1 yang kerjanya ditekan pada ft-2 mutant.

\Wang et al. (2014) juga menyatakan menyatakan jika gen FT merupakan
reguiator positif H* ATPase dan sinar biru penginduksi pembukaan stomata.
Penmgkatan pembukaaan stomata pada sel-sel penjaga terjadi karena ekspresi
periebih gen ini, sedangkan mutan FT menyebabkan penekanan aktivitas
H'/ATPase. Regulasi transkripsional terlibat pada aktivasi H*ATPase di hilir
(downstream) gen FT/TSF.

Dalam mekanisme kerjanya, Gen FT berasosiasi dengan gen GI-CO
melalui jalur fotoperiodisme yang akan mentranskripsi gen penentu pembungaan
AP1 (Jack 2004; Liu et al. 2015). Gen CONSTANT (CO) dimediasi oleh Gl
meregulasi jumlah transkrip gen FT, dimana gen ini terakumulasi pada akhir hari
penyinaran dan bekerja secara alami dibawah kondisi hari panjang (LD). Gen CO
bukan hanya menginduksi pembungaan melaui pengaktifan transkripsional FT,
akan tetapi juga melalui induksi transporter FT yang dibutuhkan untuk
mengangkut protein FT dari daun ke ujung pucuk meristem tanaman (Samach et al.
2000; Khan et al., 2013; Shim et al. 2017; Kinoshita dan Richer 2020).

Selain itu, pada mekanisme vernalisasi, ada mekanisme kerja dari gen-gen
lain yang perlu diidentifikasi. Gen-gen yang berhubungan dengan mekanisme
vernalisasi yakni gen VRN, yaitu VRN1-3. Gen VRN1 diproduksi pada daun dan
berperan untuk menjaga transkrip rendah dari VRN2 yang bekerja sebagai penekan
pembungaan. Pada mutan TILLING gandum, ekspresi N down-regulated pada
tipe liar dan mutan setelah vernalisasi tetapi up-regulated pada mutan null VRN-1
yang mengakibatkan penundaan pembungaan dengan menekan transkripsi FT, hal
tersebut menunjukkan bahwa VRN1 tidak penting untuk pembungaan gandum
(Chen dan Dubcovsky 2012). Vernalisasi mendorong transisi meristem apikal
dengan meningkatkan ekspresi gen vernalisasi VRN1 (AP1 homolog) dengan
menekan sistem kerja gen VRN2 dan mendorong aktivitas FT, FD dan SOC1,
sehingga mempercepat proses pembungaan terjadi ketika tanaman dipindahkan ke
kondisi yang lebih hangat di bawah paparan cahaya yang mendorong gen CO
untuk mengaktifkan gen FDL2 dan gen VRN3 homolog FT (Tresvaskis et al. 2007;
Khan et al.2013; Kim dan Sung 2014; Liu et al. 2015; Zheng et al.2018).
Sehingga kemungkinan gen VRN lebih terekspresi sesaat setelah perlakuan
vernalisasi. Analisis ekspresi down-regulated VRN2 sebagai gen penekan
pembungaan yang menekan aksi gen FT pada perlakuan vernalisasi pada bawang
merah perlu dilakukan lebih lanjut.
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455 bp fragmen sikuen gen AcFT2 like shallot yang didapat dari kelima
bavvang merah menunjukkan homologi yang tinggi antar varietas bawang
referensi AcFT2 CUDH2150, hanya terdapat perbedaan residu
pada basa ke -71, yakni basa T pada varietas Bima Brebes yang
pada gen AcFT2 di keempat varietas bawang merah lain dan gen
du dan protein dari hasil pensejajaran asam amino sikuen gen
allot terkonservasi pada asam amino FT Arabidopsis thaliana dan
s Allium lainnya menunjukkan fungsi gen pembungaan FT. Gen
allot pada kelima varietas bawang merah berada dalam satu
AcFT2 like shallot empat varietas, Lokananta, Rubaru, Palasa dan
2bih dekat jarak kekerabatanya dengan gen referensi CUDH2150,
dengan gen AcFT2 like shallot Bima Brebes. Ekspresi relatif gen
allot pada varietas bawang merah Lokananta dan Bima Brebes
hadap tingkat pembungaan. Varietas Lokananta menunjukkan
gen dan jumlah umbel bunga yang tinggi dibandingkan dengan
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V'  RESPON PEMBUNGAAN TERHADAP PERBEDAAN
PANJANG HARI (FOTOPERIODISME)

5.1 Abstrak
Abstrak

Bawang merah memiliki kemampuan berbunga yang berbeda-beda pada
setizp Vvarietas, sehingga dapat berpengaruh pada proses hibridisasi maupun
pemantaatan biji botani. Pembungaan pada tanaman bawang sangat dipengaruhi
oler=lama panjang penyinaran cahaya untuk menghasilkan karbohidrat yang
Derperan penting pada inisiasi pembungaan. Penelitian ini bertujuan untuk
merzpelajari respon pembungaan dengan perbedaan fotoperiodisme pada bawang
merzh. Lima varietas bawang merah, Lokananta, Bima Brebes, Rubaru, Palasa,
dan=Biru Lancor ditanam di rumah kaca dibawah fotoperiodisme hari pendek
dengan lama penyinaran 10 jam pada kondisi alami selama 60 hari, kemudian
sebagian tanaman dipindah dibawah perlakuan fotoperiodisme hari panjang, 10
jam cahaya matahari dan 4 jam cahaya lampu fluoresence. Suhu pada saat
penanaman berkisar antara 7-13 °C. Hasil menunjukkan bahwa fotoperiode hari
panjang meningkatkan respon berbunga pada bawang merah pada 120 HST.
\/arietas Lokananta merupakan varietas yang paling responsif pada pembungaan
pahkan pada fotoperiodisme hari pendek. Varietas Palasa yang tidak dapat
berbunga di bawah kondisi fotoperiodisme Indonesia, mampu berbunga pada
perlakuan hari panjang dan dibawah kondisi penanaman pada suhu rendah hingga
sedang.

Kata kunci: hari pendek, hari panjang, hibridisasi

Abstract

Differentiation of shallot flowering ability and time in each variety affect the
hybridization process and TSS application. Flowering in Shallot family, common
onion Is greatly influenced by the length of photoperiod to produce carbohydrates
which play a significant role in the flowering initiation. This research aimed to
study the response of flowering with different photoperiodisms in shallots. Five
shallot varieties, Lokananta, Bima Brebes, Rubaru, Palasa, and Biru Lancor were
grown In greenhouses under short-day photoperiod with 10 hours of natural
condition photoperiod for 60 days, then half of plants were moved under long-day
photoperiod treatment, 10 hours of natural condition hotoperiod and 4 hours of
fluorescence lamp addition. The temperature during plantation ranges from 7-
13 °C. The results indicate that long-day photoperiod increased the shallot
flowering response at 120 DAP. Lokananta variety was the most responsive
variety to flowering even on short day photoperiod. Palasa variety which could
NOLexver under Indonesian photoperiod condition could produce flower on long-
daytiSatment and underplanting condition at low to moderate temperature.

Keyweords: short-day, long-day, hibridization.
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5.2 Pendahuluan

Peningkatan produksi bawang merah baik secara kualitas dan kuantitas
dapat dilakukan melalui persilangan tanaman untuk mentransfer sifat-sifat penting
dari satu varietas bawang merah maupun metode true shallot seed (TSS) yang
memiliki keunggulan biji botani bebas virus dan penyakit, volume benih dan
biaya proguksi rendah, sehingga menjadi pilihan tepat (Sumarni et al. 2012).
Kendala dalam produksi TSS yakni kemapuan berbunga varietas bawang merah
sangat beragam yakni < 10-30% (Rosliani et al. 2005). Perbedaan kemampuan
dan waktu berbunga pada varietas bawang merah tersebut menyulitkan untuk
produksi benih TSS pada beberapa varietas maupun persilangan antar varietas.

Kemampuan berbunga bawang merah yang rendah dipicu oleh beberapa
faktor sepertl panjang lama penyinaran matahari (fotoperiodisme) dan suhu rata-
rata yang-tinggi untuk menginisiasi pembungaan. Menurut persebaran panjang
hari berdasarkan garis lintang oleh Hygrotech (2010), negara yang banyak
mengkonsumsi dan memproduksi bawang merah seperti Asia Tenggara, Asia
Tengah, dan Afrika termasuk dalam kawasan fotoperiodisme hari pendek (short
day, SD), dengan lama panjang penyinaran cahaya matahari berkisar 10 jam
perhari. Panjang lama penyinaran yang tersebut dapat menghambat proses
pembungaan pada beberapa varietas, sehingga mempersulit proses transfer sifat
melalul hibridisasi. Beberapa varietas bawang merah memiliki sifat-sifat penting
untuk pemuliaan tanaman seperti Rubaru yang memiliki ketahanan tinggi terhadap
serangan fusarium dan antraknosa, sedangkan Palasa memiliki ketahanan yang
moderat pada fusarium (Galvan et al. 1997; Aprilia et al. 2020). Namun, kedua
varietas tersebut belum mampu berbunga pada kondisi fotoperiodisme di
Indonesia meskipun telah ditanam pada ketinggian lebih dari 1000 mdpl maupun
diberi perlakuan vernalisasi (Idhan et al. 2015; Marlin et al. 2018)

Pemberian sinar yang lebih lama diketahui menginduksi pembungaan lebih
cepat dibandingkan dengan pemberian lama penyinaran yang lebih pendek.
Khokar et al. (2007) menyatakan jika perlakuan fotoperiod yang lebih lama, long
day (17 jam hari™) pada suhu rendah hingga sedang (12,2 -17,8 °C) meningkatkan
jumlah floret, sedangkan suhu udara yang lebih tinggi (23-24,4 °C) akan
menurunkan jumlah floret meskipun diberi perlakuan fotoperiod selama 17 jam
hari”*{ Selain itu, kemampuan berbunga inter spesies dan varietas akan sangat
beragam, sehingga perlu dilakukan

5.3 Metode
5.3.1 Waktu dan Tempat

Percobaan dilakukan di rumah kaca Laboratorium Horticulture,
Universitas Gifu, Jepang, pada bulan November 2019-Februari 2020. Kondisi
cuaca penanaman di Jepang di sajikan pada Tabel 9.

Tabel 9 Kondisi cuaca penanaman bawang merah di Kota Gifu, Jepang

Parameter (X) Bulan- (2019 - 2020)

Akhir November Desember  Januari Februari
Temperatuf(’C) 13,40 8,60 7,60 7,00
Fotoperiod-{jam) 10,17 9,49 9,87 10,77

Sumber: IMA (2020).
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5.3.2 Alat dan Bahan

Bahan genetik yang digunakan yaitu, lima varietas bawang merah,
Lokananta, Bima Brebes, Rubaru, Palasa, dan Biru Lancor. Bahan penanaman dan
pemeliharaan seperti tanah komposit, fungisida dan bakterisida. Peralatan yang
digurnakan yaitu peralatan sarana produksi pertanian.

5.2.3 Prosedur Kerja

Desain percobaan menggunakan RKLT faktorial. Masing-masing
perfakuan terdapat tiga tanaman bawang merah tiap varietas. Penanaman
dilakukan di polibag ukuran 40x30 cm di rumah kaca. Bawang merah diberi
perfakuan lama penyinaran (fotoperiodisme). Perlakuan hari pendek (kondisi
alamt, £10 jam) dilakukan selama 60 hari, kemudian sebagian tanaman dipindah
ke kondisi hari panjang (£10 jam kondisi alami, ditambah 4 jam penyinaran lampu
flucrescence). Parameter yang diamati yakni jumlah umbel bunga dan jumlah
umbel bunga terbuka pada 120 hari setelah tanam (HST).

5.3.4 Analisa Data

Analisa data dilakukan dengan menggunakan aplikasi software Minitab 19
berbasis pada rancangan kelompok lengkap teracak (RKLT) 2 faktorial. Faktor
pertama adalah varietas bawang merah, sedangkan faktor kedua yaitu
fotoperiodisme.

5.4 Hasil dan Pembahasan

Perbedaan respon pembungaan ditemukan pada kelima varietas bawang
merah yang diuji. Secara umum, Lokananta merupakan varietas yang paling
mudah berbunga meskipun tanpa perlakuan lama penyinaran (Tabel 10, Gambar
10). Respon kelima varietas bawang merah kecuali Rubaru, menunjukkan adanya
pengaruh panjang hari terhadap respon pembungaan pada jumlah umbel bunga.
Umbel bunga terbuka hanya pada varietas Lokananta di fotoperiodisitas hari
panjang, sedangkan pada hari pendek umbel tidak terbuka. Keempat varietas lain
yang diuji juga tidak menunjukkan adanya umbel yang terbuka.

Tabel 10 Respon pembungaan terhadap lama penyinaran

Perlakuan Respon (x)
\/arietas Fotoperiod (jam) Jumlah umbel bunga ~ Umbel terbuka
Lokananta 10 7° oP
14 15 62
Bima Brebes 10 3¢ oP
14 172 0°
Rubaru 10 0° oP
14 0° 0°
Palasa 10 1de oP
14 162 0°
BirtLancor 10 3¢ oP
14 14° 0°

Angka-angka pada kolom yang sama yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada
tarafuji’5% (uji Tukey)
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Panjang lama penyinaran mampu menginisiasi ditunjukkan pada perlakuan
hari panjang (14 jam) mampu menginisiasi pembungaan dibandingkan perlakuan
hari pendek (10 jam) bahkan pada varietas yang tidak berbunga di Indonesia,
yakni varietas Palasa, dengan kondisi temperatur udara saat penanaman berkisar
antara 7-13,40 °C (Gambar 10).

f ! l".‘.‘.. | -‘.l ‘ 3
"y '. * A
Gambar 20 Respon berbunga bawang merah ada perlakuan hari panjang (Kiri)

dan hari pendek (kanan) pada 120 HST. (a) Lokananta, (b) Bima
Brebes, (c) Rubaru, (d) Palasa, (e) Biru Lancor.

Responsifitas Lokananta yang tinggi terhadap pembungaan juga
ditunjukkan pada hari ke 75 setelah tanam (Gambar 11). Kelima varietas bawang
merahl yang ditanam pada kondisi alami (lama penyinaran *+ 10 jam hari?,
temperatur antara 7-13 °C), akan tetapi fotoperiodisitas kurang dari 12 jam tidak
mampu menginisiasi pembungaan hingga 60 HST (pertengahan Januari). Calon
infloresen terlihat hanya pada varietas Lokananta pada 15 hari setelah
penambahan lama penyinaran cahaya.

Short-d: Long-day ll\days \ . : e 3 ‘,
Gambar 11 Calon infloresen pada 75 HST hari panjang, 15 hari setelah perlakuan
hari panjang (kiri) dan hari pendek (kanan). (a) Lokananta, (b) Bima
Brebes, (c) Rubaru, (d) Palasa, (e) Biru Lancor. Kotak merah
menunjukkan calon infloresen
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Peningkatan  fotoperiodisitas mempercepat proses inisiasi  dan
perkembangan bunga dari keempat varietas bawang merah kecuali Rubaru yang
tidak berbunga. Bawang merah yang ditanam pada hari panjang, inisiasi
pembungaan terjadi lebih cepat dibandingkan dengan bawang merah di hari
pendek. Bahkan pada varietas Palasa dapat berbunga dengan penambahan
fotoperiodisitas. Hal ini terlihat pada saat ditanam pada kondisi alami, suhu
periisar 10 °C dan fotoperiodisitas + 10 jam (JMA 2020), inisiasi dan
perkembangan pembungaan terhambat.

Varietas Palasa diketahui tidak bisa berbunga meskipun ditanam di dataran
tinggt Indonesia, lebih dari 1000 mdpl., dengan suhu 16-18 C (Idhan et al. 2015).
Inisiasi pembungaan memerlukan suhu rendah (7-12 °C) dan panjang
fotoperiodisitas lebih dari 12 jam (Brewster 2008, Khokhar et al. 2007). Namun
untk pemanjangan tangkai umbel bunga diperlukan suhu yang lebih tinggi, 17 °C,
sedangkan untuk pembuahan dan pembijian diperlukan suhu optimum yang lebih
tinggi yakni 35 °C (Mondal & Husain 1980). Pemanjangan umbel bawang merah
terhambat pada penanaman di kondisi natural.

Pada panjang hari kurang dari 12 jam, inisiasi pembungaan hanya terjadi
sekitar 50% dari total populasi tanaman. Hal ini terjadi akibat adanya penurunan
produksi karbohidrat dan gangguan keseimbangan hormonal pada kondisi panjang
hari pendek dan intensitas cahaya rendah, sedangkan untuk inisiasi pembungaan
dibutuhkan produksi karbohidrat yang cukup tinggi (Shishido Saito 1976). Hal ini
terlihat pada kondisi bawang merah pada perlakuan hari pendek, bunga yang
dihasilkan lebih sedikit jumlahnya dibandingkan dengan yang dipindah ke
perlakuan hari panjang setelah 60 hari. Selain itu, menurut Rabinowitch dan
Kamenetsky (2002), bawang merah merupakan tanaman hari panjang, sehingga
pembungaan terjadi bila fotoperiode yang diterima lebih panjang daripada
fotoperiode minimum Kritis.

Pemberian lama penyinaran tambahan 4 jam, hanya mampu menginisiasi
pembukaan umbel pada varietas Lokananta, namun tidak pada varietas Bima
Brebes, Palasa dan Biru Lancor. Penambahan lama pencahayaan mungkin
diperlukan untuk meningkatkan jumlah umbel bunga terbuka pada ketiga varietas
bawang merah yang diuji. Shopa et al. (2014) menuturkan bahwa pemberian
cahaya selama 16 jam meningkatkan jumlah bunga per umbel dan produksi true
shallot seed.

5.5 Kesimpulan

Perbedaan fotoperiodisitas berpengaruh nyata pada pada jumlah umbel
bunga dan umbel bunga terbuka varietas bawang merah Lokananta, Bima Brebes,
Palasa, dan Biru Lancor. Kecuali varietas Rubaru yang tidak berbunga pada
fotoperiode hari pendek maupun hari panjang pada kondisi cuaca penanaman
sesual untuk inisiasi pembungaan. Varietas Lokananta mampu berbunga baik pada
hari pendek (= 10 jam) maupun hari panjang.
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VI PEMBAHASAN UMUM

Perlakuan induksi poliploidi pada bawang merah varietas Rubaru

tidak dapat menghasilkan umbi M1V1. Hal ini dikarenakan tidak
meratanya peningkatan ploidi pada setiap sel di bawang merah. Terdapat
dua jenis ploidi pada sel umbi bawang merah yang terkena mutagen
kotkisina, yakni sel dengan kromosom diploid dan kromosom tetraploid.
Tafiaman dengan sel yang kromosomnya tetraploid pada minggu keempat
keseluruhannya tidak hidup. Hal ini dikarenakan pertumbuhan akar dan
daun yang lebih lambat, sehingga tanaman tidak bisa menghasilkan akar
yetig normal untuk pertumbuhannya. Menurut Damayanti dan Mariska
(2603), kolkisina menyebabkan terhambatnya pertumbuhan akibat jaringan
yang rusak sehingga tanaman memerlukan waktu lebih lama untuk tumbuh.
Lamanya pertumbuhan tanaman juga diakibatkan oleh besarnya jumlah
kromosom dari kromosom awal. Suryo (2007) menyatakan jumlah
Kromosom yang mengganda juga menyebabkan pembelahan sel menjadi
lambat.
Selain itu, peningkatan ploidi yang tidak seragam pada umbi bawang
merah MO menyebabkan tanaman bawang merah MO memiliki dua
morfologi berbeda pada satu tanaman. Hal tersebut menunjukkan adanya
perbedaan jumlah ploidi pada satu tanaman yakni diploid (2n=2x=16) dan
tetraploid (2n=4x=32), yang ditunjukkan oleh hasil analisa kromosom.
Bagian tanaman yang memiliki ploidi ganda atau tetraploid berangsur
kemabli menjadi tanaman yang memiliki morfologi sama dengan bagian
tanaman diploid. Hal ini dikarenakan adanya proses kompetisi antara sel-
sel mutan dan sel-sel normal atau proses diplontic selection, yang
menyebabkan sel-sel mutan pada tetraploid akhirnya menghilang pada
umbi bawang merah varietas Rubaru, sehingga tidak menghasilkan umbi
M1V1. Diplontic selection merupakan persaingan antara sel-sel diploid
dalam organisme multiselular yang terjadi hanya ketika mutasi dominan
atau perubahan dominan lainnya pada jaringan meristem (Klekowski 2003,
Redei 2008).

Usaha peningkatan ploidi pada umbi bawang merah varietas
Rubaru tidak dapat menghasilkan umbi poliploid. Usaha peningkatan
ploidi serupa juga telah dilakukan di umbi bawang merah namun varietas
lain yakni Bima Brebes yang dilakukan oleh Sari (2018) dan tidak berhasil
mendapatkan umbi dengan ploidi yang lebih tinggi. Hal ini menunjukkan
Jjika peningkatan ploidi menggunakan umbi tidak dapat dilakukan pada
bawang merah. Khusus untuk varietas yang tidak dapat menghasilkan
bunga seperti Rubaru, maka bisa dilakukan peningkatan kualitas dan
Kuantitas, serta mentransfer karakter-karakter unggul pada bawang merah
Rubaru melalui fusi protoplas. Fusi protoplas merupakan metode
hibridisasi somatik tanaman untuk memanipulasi genom secara langsung
paca’' tanaman yang sulit disilangkan secara konvensional dengan
menggabungkan dua atau lebih sel somatik dari kultivar, spesies, bahkan
genus yang berbeda. Fusi protoplast mampu memanipulasi ploidi tanaman
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dengan menghasilkan enam galur hibrida somatik 2n=180 pada
persimmon, pisang pentaploid, hexaploid, tetraploid, triploid, diploid, dan
heptaploid, tanaman hibrida allotetraploid dan triploid seperti pada jeruk,
hibrida mixoploid, intermonoploid dan allotetraploid pada kentang,
(Tamura 1997; Johnson 1998; Assani et al. 2005; Grosser dan Gmitter
2011; Calovic et al. 2019).

Sikuen gen AcFT2 like shallot dari kelima varietas bawang merah
menunjukkan bahwa gen tersebut memiliki homologi yang tinggi antar
kelima varietas bawang merah yang diuji. Homologi yang tinggi tersebut
Juga dapat dilihat pada hasil pensejajaran sikuen asam amino dan blast
NCBI, gen AcFT2 like shallot memiliki homologi yang tinggi dengan
protein pembugaan pada genus Allium dan tanaman lain. Gen AcFT2 like
shallot kelia varietas bawang merah memiliki residu dan motif protein
kunci terkait fungsi FT dan motif-motif protein tekait dengan pembungaan
yang terkonservasi pada gen FT A. thaliana dan genus Allium lainnya (Bi
et al. 2019). Perbedaan basa nukleotida pada sikuen gen AcFT2 like
shallot terlihat pada basa nukleotida ke -71 yaitu basa timin (T) yang
hanya terdapat di varietas Bima Brebes dan tidak terdapat di keempat
varietas lain dan gen referensi ACFT2 A. cepa.

Analisa ekspresi relatif gen berdasarkan sikuen AcFT2 like shallot
yang dilakukan pada varietas Lokananta dan Bima Brebes menunjukkan
Jika ekspresi relatif gen AcFT2 like shallot pada Lokananta lebih tinggi
dibandingkan dengan Bima Brebes, diikuti oleh jumlah umbel bunga pada
Lokananta secara nyata lebih banyak dibandingkan di Bima Brebes. Hasil
analisa korelasi menyatakan bahwa terdapat korelasi nyata antara ekspresi
relatif gen AcFT2 terhadap jumlah umbel bunga sebagai respon
pembungaan bawang merah. Hal tersebut menunjukkan bahwa gen AcFT2
like shallot yang diisolasi pada bawang merah memang bekerja pada
mekanisme pembungaan bawang merah. Ekspresi gen ini yang lebih
rendah pada kondisi vernalisasi menunjukkan bahwa mekanisme kerja
pembungaan melalui vernalisasi dikendalikan oleh ekspresi gen-gen lain
seperti gen VRN, sedangkan gen FT merupakan gen yang mekanisme
kerja utamanya berdasarkan fotoperiodisitas dan menjadi faktor transkripsi
bagi gen pengendali pembungaan utama APETALA1 (AP1) (Samach et al.
2000; Khan et al., 2013; Liu et al. 2015; Shim et al. 2017; Kinoshita dan
Richer 2020).

Fotoperiodisitas diketahui terbukti berperan pada pembungaan di
lima varietas bawang merah lokal Indonesia. Fotperiodisitas hari panjang,
panjang lama penyinaran kurang lebih 14 jam menghasilkan umbel bunga
lebih banyak dibandingkan fotoperiodisitas hari pendek, panjang lama
penyinaran kurang lebih 10 jam, kecuali pada varietas Rubaru yang tidak
menghasilkan bunga dikedua fotoperiodisitas.  Fotoperiodisitas hari
panjang sangat menentukan pembentukan bunga selain temperatur atau
suhu antara rendah hingga moderat, hal tersebut terlihat dari berbunganya
varietas Palasa yang tidak dapat berbunga di bawah kondisi
fotoperiodisitas Indonesia yang rata-rata adalah 10 jam dan paling lama 12
Jam meskipun telah ditanam di dataran tinggi lebih dari 1000 mdpl.
Temperatur rata-rata pada kondisi normal di dataran tinggi Indonesia yaitu
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antara 14-26 °C (Purwantara 2011; BMKG 2020), kondisi penanaman
tersebut sesuai untuk inisiasi pembungaan yang berkisar antara 7-12 °C
(Kholkhar 2007). Kondisi penanaman di Jepang berkisar antara 7-13 °C
hingga muncul umbel bunga. Varietas Lokananta diketahui merupakan
varietas paling responsif pada pembungaan karena varietas ini secara nyata
memiliki jJumlah umbel lebih banyak pada fotoperiodisitas hari pendek dan
saitli-satunya varietas yang umbelnya terbuka pada kondisi fotoperiodisitas
hari panjang meskipun suhu untuk pembukaan umbel tidak terpenuhi pada
saat penanaman di Jepang. Suhu dan intensitas cahaya sangat berpengaruh
pada Inisiasi pembungaan setelah perlakuan vernalisasi, dalam hal ini suhu
rendah hingga moderat pada saat penanaman. Suhu untuk pembukaan
umbel bunga dan pemekaran bawang merah yaitu 17-19 °C, kemunculan
inflorensia tercepat terjadi pada suhu tinggi (20-30 °C) dan hari panjang
(14=16 jam) (Rabinowitch 1990, Shopa et al. 2014; Khokhar 2014).

Oleh karena itu, varietas Lokananta dapat digunakan sebagai
varietas model untuk studi mekanisme pembungaan dan gen yang bekerja
dibawah berbagai kondisi periodisitas. Selain itu juga dapat digunakan
sebagal sumber genetik untuk transfer karakter responsifitas berbunga
yang tinggi ke varietas bawang merah lain yang sukar, bahkan tidak dapat
berbunga, baik melalui pemuliaan konvensional seperti hibridisasi maupun
non-konvensional seperti fusi protoplas untuk varietas bawang merah yang
tidak dapat berbunga seperti varietas Rubaru.
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Vil SIMPULAN DAN SARAN

7.1 Simpulan

Simpulan dari pembahasan terkait kedua percobaan diatas yaitu:

Aplikasi kolkisina pada umbi secara invivo menghasilkan peningkatan ploidi
terbatas hanya pada sel-sel tertentu.

Sikuens fragmen gen AcFT2 dapat diidentifikasi pada varietas bawang merah
iokananta, Bima Brebes, Palasa, Rubaru dan Biru Lancor dengan tingkat
Romologi yang tinggi dengan sikuen gen referensi AcFT2 CUDH2150 dan
gen FT genus Allium lainnya.

zkspresi relatif gen AcFT2 like shallot pada varietas bawang merah
iokananta dan Bima Brebes berkorelasi terhadap tingkat pembungaan.
Varietas Lokananta menunjukkan ekspresi relatif gen dan jumlah umbel
bunga yang tinggi.

Perbedaan fotoperiodisitas berpengaruh pada pada jumlah umbel bunga dan
umbel bunga terbuka varietas bawang merah Lokananta, Bima Brebes, Palasa,
Rubaru dan Biru Lancor. Varietas Lokananta mampu berbunga pembungaan
baik pada hari pendek (x 10 jam) maupun hari panjang.

7.2 Saran

1.

Peningkatan ploidi pada bawang merah Rubaru yang tidak menghasilkan
bunga dapat menggunakan fusi protoplas sebagai langkah hibridisasi non-
konvesional dengan varietas bawang merah berbunga.

Perlu penelitian lanjutan mengenai peran gen AcFT2 like shallot serta gen-
gen lain yang berperan dalam pembungaan pada bawang merah.

Analisa ekspresi gen AcFT2 like shallot pada bawang merah dibawah
perlakuan fotoperiodisitas perlu dilakukan untuk menelaah lebih lanjut fungsi
gen AcFT2 like shallot.
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