PROSIDIN

SEMINAR NASIONAL

Pengendalian Penyakit pada Tanaman
Pertanian Ramah Lingkungan

Yogyakarta, 20 September 2014

PERHIMPUNAN FITOPATOLOGI INDONESIA
KOMDA JOGLOSEMAR
DAN
UNIVERSITAS GADJAH MADA




PENGENDALIAN PENYAKIT PADA TANAMAN
PERTANIAN RAMAH LINGKUNGAN

Prosiding Seminar Nasional
Perhimpunan Fitopatologi Indonesia Komda Joglosemar
Dan

Universitas Gadjah Mada

FAKULTAS PERTANIAN
UNIVERSTAS GADJAH MADA
2015



PENGENDALIAN PENYAKIT PADA TANAMAN PERTANIAN

RAMAH LINGKUNGAN

PENULIS
Arif Wibowo

ISBN
978-602-71784-0-3

Dewan Redaksi
Achmadi Priyatmojo
Tri Joko

Suryanti

Ani Widiastuti

Redaksi Pelaksana
Norman Yudi Nugroho
Utami Handayani
Ahmad Khoirudin Asrofi
Andika Febrianto

PENERBIT
PERHIMPUNAN FITOPATOLOGI INDONESIA

REDAKSI

JI. Flora No.1, Bulaksumur, Yogyakarta,
55281 Telp/Fax (0274) 523926,

E-mail : pfijoglosemar@gmail.com



KATA PENGANTAR

Puji syukur kami panjatkan kepada Allah SWT karena telah memberi
rahmat dan karunianya sehingga pada kesempatan ini Perhimpunan
Fitopatologi Indonesia dapat melaksanakan Seminar Nasional dengan topik
‘Pengendalian Penyakit Pada Tanaman Pertanian Yang Ramah Lingkungan”
Seminar Nasional ini disamping bertujuan sebagai media pertemuan antar
peneliti di bidang Fitopatologi di seluruh Indonesia dalam menyebar-luaskan
hasil penelitiannya juga dimaksudkan sebagai media informasi kepada
masyarakat umum untuk mengetahui teknik-tenik yang terbaru dalam
pengelolaan penyakit tumbuhan yang ramah kepada lingkungan.

Pelaksanaan Seminar Nasional kali ini dihadiri oleh lebih dari 150
peserta dari berbagai institusi di Indoneia yang membawakan 73 makalah dari
berbagai bidang keahlian yaitu mikologi, bakteriologi, virologi, nematologi serta
pengendalian penyakit.

PFI berharap agar di masa mendatang Seminar Nasional ini dapat
dilaksanakan secara rutin dengan mengusung topik yang berbeda yang
merupakan permasalahan nasional dibidang Fitopatologi.

Yogyakarta, 20 September 2014
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IDENTIFIKASI GALUR PLANLET VANILI (Vanilla planifolia Andrews)
RESISTEN TERHADAP INFEKSI Fusarium oxysporum f. sp. vanillae
HASIL SELEKSI IN VITRO DENGAN ASAM FUSARAT

Endang Nurcahyani', Bambang Hadisutrisno?, Issirep Sumardi®, & E. Suharyanto®

1Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam,
Universitas Lampung
2 Jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas
Gadjah Mada
3Laboratorium Struktur dan Perkembangan Tumbuhan, Fakultas Biologi,
Universitas Gadjah Mada
Email: endang_nurcahyani@yahoo.com

Abstrak

Kendala produksi dalam budidaya vanili (Vanilla planifolia Andrews)
salah satunya diakibatkan oleh penyakit busuk batang. Penyakit ini disebabkan
oleh jamur Fusarium oxysporum f. sp. vanillae (Fov) yang sampai sekarang
masih belum bisa diatasi secara efektif. Penggunaan kultivar vanili yang tahan
Fov dengan hasil tinggi diharapkan merupakan alternatif pengendalian penyakit
yang penting. Planlet vanili yang tahan terhadap infeksi Fov telah diinisiasi dan
diseleksi secara in vitro dalam medium MS dengan penambahan asam fusarat
(AF) pada konsentrasi yang berbeda.

Penelitian ini bertujuan untuk: 1) mengidentifikasi galur planlet vanili
tahan Fov secara in vitro; 2) mengetahui karakter ekspresi spesifik planlet vanili
tahan Fov meliputi kadar fenol total dan aktivitas enzim peroksidase. Hasil
penelitian menunjukkan: 1) secara in vitro, terdapat 17,14% galur (90 ppm),
12,00% galur (100 ppm), dan 10,59% galur (110 ppm) planlet vanili tahan Fov;
2) semakin meningkat konsentrasi AF maka meningkat pula kandungan fenol
total dan aktivitas enzim peroksidase pada planlet vanili tahan Fov.

Kata kunci: Vanilla planifolia, penyakit busuk batang vanili, Fusarium
oxysporum f.sp. vanillae, in vitro, asam fusarat

Pendahuluan

Vanili (Vanilla planifolia Andrews) merupakan tanaman yang mempunyai
nilai ekonomi tinggi dan merupakan salah satu tanaman perkebunan penting di
Indonesia (Hadipoentyanti et al., 2007). Di pasaran internasional vanili
Indonesia dikenal dengan sebutan Java Vanilla Beans karena mempunyai
kualitas terbaik dengan kadar vanillin 2,75%, sedang pesaing utama adalah
Madagaskar dengan kadar vanillin 1,91 -1,98%, Sri Langka 1,48%, dan
Meksiko 1,89-1,98% (Hadisutrisno, 2004).

Masalah paling berat yang dihadapi petani vanili saat ini adalah penyakit
busuk batang (BBV) yang disebabkan oleh jamur Fusarium oxysporum f.sp.
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vanillae (Fov) (Jayasekhar et al., 2008). Salah satu alternatif cara yang mungkin
efisien dan efektif untuk mengendalikan jamur Fov antara lain adalah dengan
menggunakan kultivar yang tahan terhadap jamur tersebut. Pengembangan
kultivar vanili tahan Fov tersebut dapat dilakukan antara lain dengan metode
seleksi in vitro yaitu mengkulturkan eksplan berupa jaringan atau organ pada
medium yang mengandung asam fusarat (AF) konsentrasi selektif.

Asam fusarat merupakan metabolit yang dihasilkan oleh beberapa
spesies jamur dari genus Fusarium. Asam ini dapat bersifat toksin (konsentrasi
lebih dari 10 M) sehingga menghambat pertumbuhan dan regenerasi biakan
(Landa et al., 2002; Bouizgarne et al., 2006), tetapi pada konsentrasi yang non
toksik (di bawah 10 M) justru membantu mengimbas sintesis fitoaleksin, suatu
bentuk respon tanaman untuk menghambat aktivitas patogen (Bouizgarne et
al., 2006). Beberapa parameter dapat menggambarkan terjadinya mekanisme
ketahanan tanaman terhadap infeksi patogen antara lain peningkatan senyawa
fenol, peningkatan enzim peroksidase (termasuk kelompok PR-protein), dan
adanya lignifikasi (Agrawal et al., 1999; Lea & Leegood, 1999).

Total fenol pada jaringan dan organ tanaman olive (Olea europaea L.)
telah dilaporkan oleh Del Rio et al. (2003) yang mengatakan bahwa data dari
analisis HPLC-MS menunjukkan peningkatan fenol total pada perlakuan
Brotomax (senyawa anti jamur Phytophthora sp.) secara signifikan.

Selain peningkatan senyawa fenol, enzim peroksidase (termasuk
kelompok PR-protein) merupakan salah satu senyawa yang dapat
menggambarkan mekanisme ketahanan tanaman terhadap infeksi patogen
(Vidhyasekaran, 1999). Infeksi tanaman oleh berbagai patogen seperti jamur,
bakteri, dan virus dapat menyebabkan terbentuknya PR-protein (Park et al.,
2004; Edreva, 2005). Sintesis dan akumulasi PR-protein ini sangat berperan
penting dalam pertahanan tanaman terhadap patogen. Hal ini sudah
diidentifikasi pada akar tanaman pisang yang terinfeksi oleh Fusarium
oxysporum f.sp cubense (Saravanan et al., 2004).

Penggunaan AF dalam konsentrasi yang toleran sejauh ini belum
dilaporkan secara pasti dan tepat untuk pengimbasan ketahanan planlet vanili
terhadap Fov. Planlet vanili yang tahan terhadap infeksi Fov telah diinisiasi dan
diseleksi secara in vitro dalam medium MS dengan penambahan asam fusarat
(AF) pada konsentrasi yang berbeda. Penelitian ini bertujuan untuk: 1)
mengidentifikasi galur planlet vanili yang tahan Fov secara in vitro; 2)
mengetahui karakter ekspresi spesifik planlet vanili tahan Fov meliputi kadar
fenol total dan aktivitas enzim peroksidase.

Bahan dan metode

Bahan-bahan yang dipakai dalam penelitian ini antara lain adalah planlet
vanili (Vanilla planifolia) steril dalam botol kultur yang diperoleh dari Unit
Pelaksana Teknis Daerah (UPTD), Dinas Pertanian, Perkebunan, dan

273



Prosiding Seminar Nasional PFI Komda Joglosemar 2014

Kehutanan , Kabupaten Magelang, asam fusarat murni yang diproduksi oleh
Sigma chemical Co. {Fusaric acid (5-butylpicolinic acid) from Giberella fujikuroi},
medium Murashige & Skoog (MS), alkohol 70 %, pirogalol.

Medium MS ditambah asam fusarat (AF) dengan konsentrasi 0, 90, 100,
110, dan 120 ppm. Eksplan yang digunakan berupa nodus batang. Setiap botol
kultur ditanami 5 eksplan dan setiap perlakuan dilakukan 175 ulangan. Total
eksplan yang ditanam adalah sebanyak 875 eksplan (175 botol kultur). Planlet
yang mampu hidup hasil seleksi AF selanjutnya disubkultur ke dalam medium
multiplikasi selama 12 minggu. Setelah pertumbuhan planlet mencapai
permukaan botol dilakukan uji ketahanannya terhadap Fov menurut metode
Hadisutrisno (1995). Intensitas penyakit dihitung berdasarkan jumlah daun yang
menunjukkan gejala daun kuning (layu) dengan indeks kelayuan menurut He et
al. (2002) yang dimodifikasi. Tingkat ketahanan tanaman ditentukan
berdasarkan skoring dengan mengacu pada ketentuan Wibowo (2002).

Karakter planlet vanili yang berhubungan dengan ketahanan terhadap
Fov dapat ditinjau antara lain dari kadar fenol total dan aktivitas enzim
peroksidase. Analisis senyawa fenol total menggunakan metode Singleton &
Rossi (Aberouman & Deokule, 2008). Aktivitas enzim peroksidase dianalisis
dengan metode dari Saravanan et al. (2004). Aktivitas enzim dihitung dalam
U/mg/min. Satu unit adalah aktivitas berubahnya OD 420 nm pada
spektrofotometer per menit.

Hasil dan pembahasan
Hasil pengamatan persentase jumlah planlet hidup pada medium

multiplikasi disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Persentase jumlah planlet vanili yang hidup pada medium multiplikasi

Konsentrasi Persentase jumlah planlet hidup minggu
AF I Il 11 1Y Xl
(ppm)
0 100,00 100,00 100,00 98,89 88,89
90 27,14 25,00 25,00 23,57 17,14
100 14,00 14,00 14,00 13,00 12,00
110 12,94 12,94 12,94 12,94 10,59

Keterangan: Jumlah awal planlet vanili pada medium multiplikasi tergantung jumlah planlet
yang diperoleh pada seleksi dengan AF masing-masing perlakuan

Hasil seleksi in vitro dengan AF yang disubkultur pada medium
multiplikasi menghasilkan jumlah planlet vanili hidup sebesar 17,14% galur (90
ppm), 12,00% galur (100 ppm), dan 10,59% galur (110 ppm) yang insensitif
terhadap AF (Tabel 1). Fenotip insensitif terhadap AF dapat terjadi sebagai
akibat adanya aktivasi gen peroksidase untuk mendetoksifikasi toksin
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(Jayasankar et al., 2000; Saravanan, 2004; Svabova dan Lebeda, 2005),
sehingga planlet tetap dapat hidup.

Setelah diperoleh planlet-planlet yang tahan terhadap AF pada seleksi
dengan AF, selanjutnya diuji ketahanannya terhadap jamur Fusarium
oxysporum f. sp. vanillae (Fov) (Tabel 2).

Tabel 2. Intensitas penyakit hasil uji ketahanan dan tingkat ketahanan vanili pada
setiap perlakuan asam fusarat

Hari pengamatan

5 13 21 29

Perlakuan P Kriteria P Kriteria P Kriteria P Kriteria
(%) Ketahanan (%) Ketahanan (%) Ketahanan (%) Ketahanan

Kontrol 62,50 Rentan 91,67 Rentan 93,75 Rentan 100,00 Rentan
90 ppm 31,25 Moderat 33.33 Moderat 41,67 Moderat 50,00 Moderat
100 ppm 33,33 Moderat 41,67 Moderat 50,00 Moderat 50,00 Moderat
110 ppm 00,00 Tahan 25,00 Tahan 25,00 Tahan 25,00 Tahan

Keterangan: IP= Intensitas Penyakit

Berdasarkan data intensitas penyakit dan kategori ketahanannya, dapat
diketahui pula bahwa perlakuan AF 110 ppm mampu mengimbas ketahanan
yang paling baik, dapat menekan intensitas penyakit hingga 25% dan
menaikkan kriteria menjadi tahan. Hal ini menunjukkan bahwa AF mampu
mengimbas ketahanan planlet vanili terhadap penyakit layu Fusarium.

Hasil penelitian ini sesuai dengan pendapat Arai dan Takeuchi (1993)
yang menyatakan bahwa toksin murni AF dapat digunakan sebagai komponen
seleksi karena adanya korelasi antara ketahanan terhadap toksin dengan
ketahanan terhadap penyakit. Hasil penelitian ini juga mendukung pernyataan
Agrios (2005) yang menyatakan bahwa ekspresi dari pengimbasan ketahanan
adalah dengan menurunnya intensitas penyakit.

Karakter planlet vanili yang khusus dan berhubungan dengan ketahanan
terhadap Fov dapat ditinjau antara lain dari kadar fenol total dan aktivitas
enzim peroksidase. Hasil analisis senyawa fenol disajikan pada Tabel 3
dibawah ini.

Tabel 3. Kadar fenol total (%) planlet vanili yang tidak diimbas (kontrol) dan diimbas
asam fusarat (90, 100, dan 110 ppm)

Perlakuan (ppm) Rata-rata kandungan fenol total (%)
0 ppm 4,39 +0,02°
90 ppm 5,34 +0,01°
100 ppm 5,52 + 0,02°
110 ppm 5,87 £ 0,01°

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang tidak sama pada satu kolom berbeda nyata
berdasarkan uji Duncan pada derajat kepercayaan 95%, setelah
ditransformasikan ke V**'
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Berdasarkan Tabel 3, terlihat jelas peningkatan kadar fenol total dari
sekitar 4,39% pada kontrol, meningkat menjadi 5,34% pada cekaman AF 90
ppm, dikuti 5,52% pada 100 ppm dan 5,87% pada 110 ppm. Hal ini
membuktikan bahwa akibat semakin tinggi konsentrasi cekaman AF maka
makin meningkat pula kandungan fenol total yang dihasilkan.

Hasil penelitian ini serupa dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh
Khan et al. (2005) pada tanaman chickpea yang diinfeksi dengan Fusarium
oxysporum f.sp. ciceris. Dari penelitian tersebut diketahui bahwa terjadi
peningkatkan fenol total sekitar 16-17%. Kadar fenol total juga dilaporkan oleh
Harni et al. (2012), pada tanaman nilam yang diinfeksi oleh bakteri endofit dan
nematoda menunjukkan bahwa ada indikasi peningkatan kandungan fenol oleh
Achromobacter xylosoxidans.

Aktivitas enzim peroksidase sebagai suatu mekanisme ketahanan planlet
vanili terhadap Fov telah diukur dengan menggunakan metode Saravanan et.
al. (2004) pada planlet vanili yang diimbas asam fusarat (konsentrasi 90 ppm,
100 ppm, dan 110 ppm), dan kontrol. Hasil penelitian yang berupa histogram
dari aktivitas enzim peroksidase disajikan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Aktivitas enzim peroksidase planlet vanili yang tidak diimbas (kontrol) dan diimbas
asam fusarat (90, 100, dan 110 ppm), umur 12 minggu

Berdasarkan Gambar 1 di atas dapat diketahui adanya indikasi
peningkatan aktivitas enzim peroksidase yang signifikan dari tiga konsentrasi
cekaman AF yang berbeda. Pada konsentrasi AF 90 ppm menghasilkan
aktivitas peroksidase 0,25 U/mg/min, konsentrasi 100 ppm menyebabkan
aktivitas peroksidase 0,34 U/mg/min dan pada konsentrasi AF 110 ppm
menghasilkan 0,36 U/mg/min. Pada kontrol, aktivitas peroksidase sebesar 0,12
U/mg/min. Satu unit aktivitas enzim adalah perubahan absorbansi pada
spektrofotometer pada satu mg protein per menit. Hasil penelitian tersebut
membuktikan adanya peningkatan konsentrasi cekaman AF akan
meningkatkan pula aktivitas enzim peroksidase.
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Hasil penelitian ini didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Jang et
al. (2004) yang meneliti aktivitas enzim peroksidase pada ketela rambat
(lpomoea batatas) setelah diinfeksi dengan bakteri Pectobacterium
chrysanthemi dengan lama waktu yang berbeda-beda, menunjukkan bahwa
aktivitas peroksidase meningkat 3-4 kali. Aktivitas enzim peroksidase juga
pernah diteliti oleh Popa et al. (2009), pada transforman Eustoma grandiflorum
yang diimbas strain Agrobacterium rhizogenes yang berbeda. Hasil
menunjukkan bahwa peningkatan aktivitas peroksidase 1-2,5 kali pada genotip
Heidi pink, 1-2 kali pada Heidi blue dan 3,1-10,8 kali pada Echo white. Hadi
(2003), menyatakan bahwa tanaman karet yang tahan terhadap Corynespora
sp. mempunyai aktivitas enzim peroksidase yang lebih tinggi dibandingkan
dengan kontrol.

Kesimpulan
Dari hasil dan pembahasan yang telah diuraikan di muka dapat diambil
kesimpulan dan saran sebagai berikut.
1. Secara in vitro, terdapat 17,14% galur (90 ppm), 12,00% galur (100 ppm),
dan 10,59% galur (110 ppm) planlet vanili tahan Fov.
2. Semakin meningkat konsentrasi AF maka meningkat pula kandungan fenol
total dan aktivitas enzim peroksidase pada planlet vanili tahan Fov.
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