PERSYARATAN TAMBAHAN KHUSUS UNTUK KENAIKAN PANGKAT PROFESOR

Nama : Dr. Endang Nurcahyani, M.Si.

NIP : 196510311992032003

Bidang lImu : Biologi

Unit Kerja : Jurusan Biologi, FMIPA, Universitas Lampung
No WA/HP : 085228255200

Email : endang.nurcahyani@fmipa.unila.ac.id

Daftar Hibah Penelitian Kompetitif sebagai ketua (Sumber data: LPPM Universitas Lampung)

https://lppm.unila.ac.id/

Jumlah Total besar Dana: Rp. 331.000.000, - (Tiga Ratus Tiga Puluh Satu Juta Rupiah)

No | Hibah Penelitian Judul Besar Dana
(Rp)
1 | Ketua Peneliti Hibah DIKT]I: Penelitian | Analisis Pola DNA dan Profil 66.000.000, -
Fundamental Tahun | Tahun Anggaran Protein Anggrek Tanah
2015; (Spathoglottis Plicata Bl.) Hasil
No Kontrak: 158/UN26/8/LPPM/2015. Induced Resistance Terhadap
Tanggal 30 Maret 2015 Fusarium oxysporum
2 | Ketua Peneliti Hibah DIKTI: Penelitian | Analisis Pola DNA dan Profil 60.000.000, -
Fundamental Tahun Il Tahun Anggaran Protein Anggrek Tanah
2016 (Lanjutan) (Spathoglottis Plicata Bl.) Hasil
No Kontrak: 77/UN26/8/LPPM/2016. Induced Resistance Terhadap
Tanggal 13 April 2016 Fusarium oxysporum
3 | Ketua Hibah Penelitian Professorship Perakitan Varietas Unggul Vanili 50.000.000, -
Universitas Lampung Tahun Anggaran (Vanilla planifolia Andrews)
2022. Tahan Penyakit Layu Fusarium
Nomor Kontrak: 478/UN26.21/PN/2022 Berbasis Teknik Molekular dan
Tanggal 17 Mei 2022 Induced Resistance dengan Asam
Fusarat
4 | Ketua Hibah Penelitian Pascasarjana Analisis Pola DNA dan 40.000.000, -
Universitas Lampung Tahun Anggaran Karakterisasi Cassava (Manihot
2018. Esculenta Crantz.) Hasil Induced
No Kontrak:1571/UN26.21/PN/2018 Resistance Terhadap Fusarium
Tanggal 9 Juli 2018 oxysporum
5 | Ketua Hibah Penelitian Pascasarjana Analisis Molekular dan 40.000.000, -
Universitas Lampung Tahun Anggaran Karakterisasi Anggrek Bulan
2019. [Phalaenopsis amabilis (L.) BI.]
No Kontrak: 1921/UN26.21/PN/2019 Hasil Pengimbasan Ketahanan
Tanggal 26 Juni 2019 Terhadap Fusarium oxysporum
dan Cekaman Kekeringan
6 | Ketua Hibah Penelitian Pascasarjana Analisis Sequencing ITS r-DNA, 40.000.000, -

Universitas Lampung Tahun Anggaran
2020.

No Kontrak: 1510/UN26.21/PN/2020
Tanggal 24 Maret 2020

Profil Protein dan Karakter
Spesifik Mutan Cassava
(Manihot esculenta Crantz.)
Resisten Fusarium oxysporum



mailto:endang.nurcahyani@fmipa.unila.ac.id
https://lppm.unila.ac.id/

Ketua Hibah Penelitian Unggulan Analisis Sequensing ITS r-DNA 35.000.000, -
Universitas Lampung Tahun Anggaran dan Dampak Terhadap
2017. Lingkungan Mutan Vanilla
No Kontrak: 808/UN26.21/PP/2017 planifolia Andrews Tahan
Fusarium oxysporum f. sp.
vanillae
Total | 331.000.000, -
(Tiga Ratus
Tiga Puluh
Satu Juta

Rupiah)




Kode/Nama Rumpun IImu: 113/Biologi (Bioteknologi)

LAPORAN TAHUNAN
PENELITIAN FUNDAMENTAL

ANALISISPOLA DNA DAN PROFIL PROTEIN ANGGREK
TANAH (Spathoglottis plicata Bl.) HASIL INDUCED
RESISTANCE TERHADAP Fusarium oxysporum

Tahun ke-1 dari rencana 2 tahun

KETUA/ANGGOTA TIM:

Dr. Endang Nurcahyani, M.Si. (NIDN: 0031106503)/K etua
Rochmah Agustrina, Ph.D. (NIDN: 0003086102)/Anggota
Dra. Tundjung T.H., M.S. (NIDN: 0024065805)/Anggota

Berdasarkan Surat Penugasan Penelitian Fundamental
Nomor kontrak: 158/UN26/8/L PPM /2015. Tanggal 30 Maret 2015

FAKULTASMATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITASLAMPUNG
NOVEMBER
2015



HALAMAN PENGESAHAN

Judul !t ANALISIS POLA DNA DAN PROFIL PROTEIN
ANGGREK TANAH (Sputhoglottis plicata B1.) HASIL,
INDUCED RESISTANCE TERHADAP Fusarium

OXysporum
Pencliti/Pelaksana
Namu Lengkap i Dr. ENDANG NURCAIY ANI M,Si,
Perguruan Tinggi ¢ Universitas Lampung
NIDN : 0031106503
Jubatan Fungsional i Lektor
Program Studi ! Biologi
Nomor HP 1 085269847344
Alamat surel (¢-mail) ¢ endang_nurcahyani@yahoo.com
Anggota (1)
Nama Lengkap i Drn. ROCHMAH AGUSTINA Ph.D.
NIDN £ 0003086102
Pergurunn Tinggi ! Universitas Lampung
Anggota (2)
Nama Lengkap ¢ Dra, TUNJUNG TRIPENI M.S.
NIDN 1 0024065805
Pergurunn Tinggi ¢ Universitas Lampung
Institusi Mitra (Jika adu)
Nama Institusi Mitra e
Alamat ‘e
Penanggung Jawab \a
Tuhun Pelaksanaan i Tahun ke 1 darf rencana 2 tnhun
Biaya Tahun Berjatan ! Rp 66,000.000,00
Blays Keseluruhan : Rp 150,000,000,00
x\f;‘;tg“ Bandar Lampung, 10-11-2015
‘;?.*‘ otun, i

|

(Dr, ENDANG NURCAHYANI M, 51.)
NIP/NIK 196510311992032003

(D, Eigl Al Syafif)
NIP/NIK 196701031992031003



RINGKASAN

Penelitian Induced Resistance anggrek tanah (Spathoglottis plicata Bl.)
dengan asam fusarat (AF) telah dilakukan, dan ditemukan indikasi konsentrasi AF
toleran untuk seleksi planlet in vitro yang tahan. Inokulasi isolat jamur Fusarium
oxysporum (Fo) pada planlet tahan dilakukan secara in vitro, dilanjutkan dengan
analisis DNA dan profil protein dari S plicata yang tahan terhadap Fo,
dibandingkan dengan kontrol.

Tujuan jangka panjang dalam penelitian ini adalah memperoleh bibit
(varietas) S. plicata yang tahan terhadap Fo, sedangkan target khusus yang ingin
dicapai adalah 1) Mengetahui kisaran konsentrasi AF toleran untuk seleksi planlet
S plicata secara in vitro dan teori mekanisme ketahanan terimbas S plicata
terhadap Fo 2), Uji ketahanan dan karakterisasi S plicata yang tahan Fo secarain
vitro dan 3) Analisis Pola DNA dan Profil protein S. plicata yang tahan Fo. Teori
hasil penelitian ini diharapkan akan menjadi acuan metode ketahanan terimbas
pada tanaman anggrek tanah lainnya di Indonesia terhadap penyakit layu
Fusarium.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa: 1) kisaran konsentrasi AF toleran
untuk seleksi planlet S. plicata adalah 10-40 ppm; 2) secara in vitro penekanan
jamur Fo menggunakan AF konsentrasi 40 ppm lebih efektif dibandingkan
dengan konsentrasi 10, 20 dan 30 ppm, konsentrasi AF 40 ppm mampu
mengimbas ketahanan yang paling baik sehingga mampu menekan intensitas
penyakit hingga 25%; semakin meningkat konsentrasi AF maka meningkat pula
aktivitas enzim peroksidase dan ketebalan lignin pada planlet S. plicata tahan Fo.
3) Munculnya pita protein spesifik (£ 19 kD) mengindikasi terbentuknya PR-
protein (peroksidase) pada planlet S. plicata yang tahan terhadap Fo. Terdapat pita
DNA baru (spesifik) pada planlet S. plicata yang tahan Fo dengan ukuran sekitar
1400 bp (OPB_14) dan 1250 bp (OPB_20), dapat diprediksi sebagai kandidat
marker RAPD untuk ketahanan planlet S. plicata terhadap Fo.

Katakunci : Spathoglottis plicata Bl.; Profil Protein & DNA; Induced
Resistance; Fusarium oxysporum (Fo), In vitro.
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BAB 1. PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Anggrek merupakan tanaman berbunga yang mempunyai nilai ekonomi
cukup tinggi dan harganya relatif stabil. Anggrek tanah (Spathoglottis plicata Bl.)
merupakan salah satu tanaman anggrek yang banyak disukai karena mudah
dibudidayakan. Salah satu kendala yang dihadapi dalam budidaya anggrek tanah
adalah adanya jamur patogen yang dapat menyerang beberapa bagian tanaman
antaralain batang, daun, atau akar (Djatnika, 2012).

Beberapa jamur patogen yang sering menyerang akar anggrek tanah adalah
Rhizoctonia sp. patogen, Phytophthora palmivora, Sclerotium rolfsi, Fusarium
solanii dan Fusarium oxysporum yang sering disebut juga sebagai patogen tular
tanah (Anonymous, 2008). Layu Fusarium yang disebabkan oleh jamur Fusarium
oxysporum (Fo) merupakan penyakit penting dan menjadi salah satu kendala
dalam kualitas dan produksi tanaman anggrek, termasuk di dalamnya S. plicata.
Gejala penyakit tersebut muncul sgjak tanaman anggrek dipindah dari medium
kultur jaringan (Palmer, 2011). Di Amerika serikat, penyakit tersebut dapat
menyebabkan kematian tanaman dan kehilangan hasil lebih dari 50% dan sulit
dikendalikan dengan hanya menggunakan fungisida (Wedge & Elmer, 2008).

Di Indonesia, selama ini para petani anggrek masih menggunakan
pestisida sintetis untuk mengendalikan penyakit layu Fusarium tersebut. Pestisida
kerap menimbulkan polusi terhadap lingkungan padahal tanaman anggrek selalu
dekat secara fisik dengan penggemarnya, maka perlu dicari alternatif lain yang
efektif dan ramah lingkungan (Djatnika, 2012).

Salah satu alternatif cara pengendalian penyakit yang aman, efisien dan
efektif dan aman terhadap lingkungan, antara lain menggunakan varietas yang
tahan (resisten). Penggunaan varietas unggul yang tahan terhadap Fo dengan daya
hasil tinggi merupakan salah satu alternatif pengendalian penyakit yang penting
dan tidak menimbulkan dampak negatif seperti penggunaan pestisida.
Pengembangan kultivar S. plicata tahan Fo tersebut dapat dilakukan antara lain

dengan metode seleksi in vitro yaitu mengkulturkan eksplan berupa jaringan atau



organ pada medium yang mengandung asam fusarat konsentrasi selektif
(Bouizgarne et al., 2006)

Asam fusarat (AF) merupakan metabolit yang dihasilkan oleh beberapa
spesies jamur dari genus Fusarium. Secara kimia AF disebut 5-n-butylpicolinic
acid. 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 (Vidhyasekaran, 1997;
Agrawal et al., 1999; Lea & Leegood, 1999).

Penggunaan AF sebagai agens penyeleksi dalam seleksi in vitro dapat
menghasilkan sel atau jaringan mutant yang insensitif terhadap AF, sehingga
setelah diregenerasikan menjadi tanaman dapat menghasilkan galur yang resisten
terhadap infeksi patogen (Arai dan Takeuchi, 1993). Identifikasi mutan atau
varian yang insensitif terhadap AF dengan seleksi in vitro pernah dilakukan pada
tanaman tomat (Toyoda et al., 1984), pisang (Morpurgo et al., 1994; Matsumoto
et al., 1995), gladiol (Remotti et al., 1997), nanas (Borras et al., 2001), dan vanili
(Nurcahyani, 2013). Hasil penelitian para peneliti tersebut menunjukkan bahwa
somaklonal dari hasil regenerasi massa sel yang tahan terhadap toksin tersebut
juga tahan terhadap patogen, dan sifat ini diturunkan pada generasi berikutnya.

Pada tanaman yang diperlakukan dengan AF, akan mengaktivasi gen-gen
di antaranya gen peroksidase (Saravanan et al., 2004). Perbandingan pita protein
yang terbentuk melalui pemisahan elektroforesis dapat dilakukan untuk
mengidentifikasi produk gen yang dihasilkan selama planlet S. plicata diseleksi
dengan menggunakan AF. Metode elektroforesis protein satu dimensi dengan
Sodium Dodecyl Sulphate-Polycrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)
merupakan salah satu metode untuk menganalisis protein dengan memisahkan

pita-pita protein yang ada di dalam sampel berdasarkan berat molekulnya



(Maniatis et al., 1982). Selain itu, keragaman genetik pada planlet S plicata
akibat perlakuan dengan AF, dapat dideteksi dengan penanda molekular, salah
satunya adalah Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD). Metode RAPD
adalah penanda berbasis Polymerase Chain Reaction (PCR) dengan menggunakan
10 basa primer acak (Welsh & Mc Clelland, 1990; Williams et al., 1990).

Penggunaan AF dalam konsentrasi yang toleran sejauh ini belum pernah
dilaporkan secara pasti dan tepat dalam pengimbasan ketahanan (Induced
Resistance) planlet S plicata terhadap Fo. Oleh karena itu, penelitian tentang
peranan AF sebagai pengimbas ketahanan secara in vitro perlu dilakukan.
Pengendalian penyakit layu Fusarium pada S. plicata dengan AF sepanjang
pengetahuan penulis belum pernah dilakukan dan belum diketahui: (1)
Mekanisme ketahanan S plicata terimbas terhadap F. oxysporum (2) Profil
protein dari S. plicata yang tahan terhadap F. oxysporum, dan (3) Pola DNA S
plicata tahan F. oxysporum.

B. Urgens Penelitian

Salah satu permasalahan yang dihadapi dalam budidaya tanaman anggrek
tanah (Splicata) di Indonesia adalah penyakit layu Fusarium yang disebabkan
oleh jamur F.oxysporum (Fo) dan bersifat tular medium (Palmer, 2011).
Pengendalian penyakit pada anggrek selama ini dilakukan menggunakan pestisida
yang sering menimbulkan polusi terhadap lingkungan (Djatnika, 2008). Salah satu
cara pengendalian penyakit yang aman terhadap lingkungan, yaitu menggunakan
varietas yang tahan (resisten) dengan mekanisme terimbas atau induced res stance
(Agrios, 2005).

Pengimbasan ketahanan olen AF pada S plicata diduga akan
menyebabkan: (1) terbentuknya lignin (lignifikasi), sehingga tanaman S. plicata
akan terlindung secara dstruktural dari penetrasi hifa F. oxysporum, (2)
Pembentukan protein peroksidase (Pathogenesis Related-protein/ PR-protein)
yang diduga akan mendegradasi epidermis Fusarium oxysporum, (3) terjadinya
perubahan pola DNA padatanaman S plicata yang bersifat tahan sehingga akan
dapat diketahui gen ketahanannya. Oleh karena itu perlu dilakukan kajian Iebih



mendalam tentang berbagal hal tersebut sebagai teori baru mekanisme ketahanan
S plicata terhadap jamur F. oxysporum. Hasil penelitian ini diharapkan dapat
membantu masyarakat dalam menanggulangi penyakit tersebut sehingga nantinya
akan dapat meningkatkan kembali kualitas, produksi, dan daya jual anggrek S.

plicata serta pendapatan petani anggrek di Indonesia.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

A. Ketahanan terimbas (induced resistance).

Pengendalian penyakit secara hayati dapat melalui interaksi antara
populasi patogen dan agens hayati balk secara langsung maupun tidak langsung.
Ketahanan terimbas bersifat tidak spesifik terhadap jenis patogen, sehingga dapat
lebih efisien dalam pelaksanaanya (Agrios 2005). 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 (Vidhyasekaran, 1997
Agrawal et al., 1999; Lea & Leegood, 1999).

Enzim peroksidase (termasuk kelompok PR-protein) merupakan salah satu
senyawa yang dapat menggambarkan mekanisme ketahanan tanaman terhadap
infeksi patogen (Vidhyasekaran, 1999). PR-protein adalah protein yang
dikeluarkan oleh tanaman sebagai tanggapan terhadap beberapa senyawa
pengimbas (inducer). 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), dan vanili yang terinfeksi oleh F.oxysporum f. sp.
vanillae (Nurcahyani, 2013).

Protein tumbuhan anti jamur (PR-protein) telah diklasifikasi menurut Yun
et al. (1997) menjadi 4 kelompok, kemudian diperbarui oleh van Loon & van
Strien (1999) menjadi 14 kelompok dan ditambahkan oleh Park et al. (2004) dan
Edreva (2005) menjadi 16 kelompok. Kelompok PR-9 dikenal sebagai enzim
peroksidase, merupakan isozim dan diketemukan hampir pada semua tumbuhan
(van Loon & van Strien, 1999; Edreva, 2005). Enzim proksidase mampu
mengkatalisis reaksi senyawa fenolik menjadi senyawa kuinon dengan
menghasilkan H,O, yang bersifat toksik bagi patogen (Jang et al., 2004; Patel et
al., 2007).



Contoh aplikasi gen peroksidase yang diekspresikan dengan reporter gus
(A-glucuronidase) pada tomat (Lycopersicon esculentum) telah dilaporkan oleh
Medina (1999), demikian pula pada ketela rambat (Ipomoea batatas) (Jang et al.,
2004). Enzim peroksidase yang diinduksi oleh patogen berbagai tumbuhan juga
telah dilaporkan, misalnya pada mentimun (Cucumis sativus) (Alkahtani et al.,
2011), Eustoma grandiflorum (Popa et al., 2009), kacang tanah (Ye & Ng, 2002),
kacang kapri (Luhova et al., 2003), Phytolacca dioica L (Guida et al., 2010), dan
Nurcahyani (2013) pada vanili.

Ketahanan yang di induksi oleh Fusarium oxysporum diindikasikan oleh
meningkatnya PR-protein yang termasuk didalamnya: peroksidase, polifenol
okidase, kitinase dan B-1,3 glukanase (Saravanan, 2004; Me et al., 2004,
Leelasuphakul et al, 2006; Khan et al., 2005; Popa et al., 2009; Alkhatani et al.,
2011). Selain bersifat toksik bagi patogen, enzim peroksidase juga berperan
sebagai katalisator dalam proses pembentukan lignin (Bouizgarne et al., 2006;
Patel et al., 2007). Lea & Leegood (1999) mengemukakan bahwa pembentukan
enzim peroksidase akan mendorong terbentuknya lignifikasi melalui jalur
fenilpropanoid dan merupakan mekanisme ketahanan tanaman terhadap infeksi
patogen. Pada tanaman yang tahan terhadap patogen, fase awal infeksi patogen,
akan terbentuk lignin yang tebal pada bagian dinding sel tanaman yang
berhubungan dengan patogen, dan menghambat perkembangan hifa patogen
(Stein et al. 1993).

B. Tanaman Anggrek Tanah (Spathoglottis plicata Bl.)

Tanaman anggrek dikenal sebagai salah satu primadona tanaman unggul di
dunia. Salah satunya adalah Spathoglottis plicata Bl. (anggrek tanah).
Spoathoglottis plicata termasuk ke dalam familia Orchidaceae dan merupakan
anggrek yang sangat adaptif, dapat tumbuh baik di dataran rendah maupun tinggi.
Disebut S. plicata karena memiliki daun yang bergelombang (plicate leaf)
(Anonymous, 2014).



Gambar 1. Bunga Spatoglottis plicata Bl. (Anonymous, 2014)

Anggrek S plicata cocok digunakan sebagai tanaman model induksi
ketahanan (induced resistance) karena memiliki ciri-ciri antara lain: (1) mudah
didapat karena dapat tumbuh diberbagai ketinggian tempat, (2) dapat tumbuh
dengan cepat, dan (3) mudah dibudidayakan (Anonymous, 2013a). Spathoglottis
plicata memliki bunga yang berwarna ungu (Gambar 1) dan tumbuh pada tandan
yang terletak di antara daun. Fungsi tanaman ini biasanya untuk penutup tanah
dan sebagai point of interest jika ditanam secara merumpun (Anonymous, 2013b).

C. Penyakit Layu Fusarium

Fusarium oxysporum (Fo) patogen pada tanaman anggrek dapat bertahan
secara alami di dalam medium tumbuh dan pada akar-akar tanaman sakit. Apabila
terdapat tanaman peka, melalui akar yang luka dapat segera meni mbulkan infeksi.
(Semangun, 2001; Hadisutrisno, 2004). Perakaran menjadi busuk dan dapat
meluas ke atas sampai ke pangkal batang. Jika akar rimpang dipotong akan
tampak bahwa epidermis dan hipodermis berwarna ungu, sedang phloem dan
xylem berwarna ungu merah jambu muda. Akhirnya seluruh akar rimpang menjadi
berwarna ungu (Semangun, 2001)

Fusarium oxysporum terkenal karena menyebabkan kondisi yang disebut
layu Fusarium, yang mematikan bagi tanaman. Pada saat tanaman menunjukkan
tanda-tanda gejala penyakit dari infeksi patogen, maka untuk pengendaliannya
sudah terlambat, dan tanaman akan mati. Selain itu, F. oxysporum tidak
diskriminatif, mereka dapat menyebabkan penyakit di hampir setigp tanaman
pertanian penting. F. oxysporum terbukti sangat sulit diberantas karena spora F.
oxysporum juga dapat bertahan di udara untuk jangka waktu yang lama, sehingga
rotas tanaman bukan merupakan metode kontrol yang tepat (Djaenuddin, 2003)



D. Asam fusarat

Asam fusarat (AF) diketahui merupakan hasil metabolit sekunder yang
dihasilkan oleh jamur Fusarium heterosporum Nee. dan salah satu toksin yang
bertanggung jawab terhadap timbulnya gejala layu pada beberapa tanaman (Landa
et al., 2002).

Bouizgarne et al. (2006) menyatakan konsentrasi AF yang nontoksik (di
bawah 10° M) dapat mengimbas sintesis fitoaleksin, suatu bentuk tanggapan
tanaman untuk menghambat aktivitas patogen. Melalui metode ini telah banyak
dilakukan penelitian dan telah berhasil mendapatkan sifat ketahanan terhadap
penyakit layu Fusarium seperti pada pisang, gandum, dan anyelir. Penggunaan
AF sebagai agens penyeleksi dalam seleksi in vitro dapat menghasilkan sel atau
jaringan mutan yang insensitif terhadap AF, sehingga setelah diregenerasikan
menjadi tanaman dapat menghasilkan galur yang resisten terhadap infeksi
patogen.

E. Deteks mutan dengan PCR dan protein

Seiring dengan semakin berkembangnya teknologi yang berbasis marka
DNA, maka saat ini telah ditemukan tiga tipe marka DNA dengan segala
kelebihan dan kekurangan masing-masing (Semagn et al., 2006). Ke tiga tipe
marka DNA adalah: (1) marka yang berdasarkan pada hibridisasi DNA (RFLP);
(2) marka yang berdasarkan pada reaksi rantai polymerase RAPD dan AFLP; dan
(3 marka yang berdasarkan pada PCR dengan menggunakan primer yang
menggabungkan sekuen komplementer spesifik dalam DNA sasaran. (Azrai,
2005; Semagn et al., 2006).

Marka molekular yang dapat dimanfaatkan dalam mengkaji ketahanan
planlet S plicata terhadap Fusarium oxysporum antara lain: RAPD. Prinsip kerja
marka RAPD adalah berdasarkan perbedaan amplifikasi PCR pada sampel DNA
dari sekuen oligonukleotida pendek yang secara genetik merupakan kelompok
marka dominan (Williams et al. 1990; Welsh & McClelland, 1990). Keunggulan
dari teknik analisis menggunakan marka RAPD antara lain adalah (1) kuantitas
DNA yang dibutuhkan sedikit, (2) hemat biaya, (3) mudah dipelgjari, dan (4)



primer yang diperlukan sudah banyak dikomersialisasikan sehingga mudah
diperoleh (Bardakci, 2001; Semagn et al., 2006).

Perbandingan pita protein yang terbentuk melalui pemisahan elektroforesis
dapat dilakukan untuk mengidentifikasi produk gen yang dihasilkan selama
planlet S plicata diseleksi dengan AF. Menurut Maniatis et al. (1982), metode
elektroforesis protein dengan Sodium Dodecyl Sulphate-Polycrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE) merupakan salah satu metode untuk menganalisis
protein dengan memisahkan pita-pita protein yang ada di dalam sampel
berdasarkan berat molekulnya



BAB IIl. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

A. TUJUAN

Beberapa masalah didalam penanggulangan penyakit layu Fusarium yang
disebabkan oleh F.oxysporum pada S. plicata selamaini belum terpecahkan, oleh
karena itu penelitian ini bertujuan:

1. Mengetahui kisaran konsentrasi AF toleran untuk seleksi planlet S plicata
secara in vitro dan mendapatkan teori tentang mekanisme ketahanan terimbas
(induced resistance) S plicata terhadap F. oxysporum.

2. Mengkaji ketahanan dan karakterisasi S. plicata yang bersifat tahan terhadap
F.oxysporum secarain vitro

3. Mengkaji pola DNA dan Profil protein S plicata yang bersifat tahan terhadap
F. oxysporum.

B. MANFAAT

Manfaat penelitian yang diperoleh berupa teori tentang mekanisme
ketahanan terimbas (induced resistance) anggrek tanah S. plicata terhadap
Fusarium oxysporum menggunakan asam fusarat. Diharapkan dengan
diketahuinya pengetahuan dasar tersebut, nantinya masyarakat luas pada
umumnya dan bagi petani anggrek tanah di Indonesia pada khususnya dapat
mempraktekkan sendiri metode tersebut secara lebih sederhana. Hal ini penting
dilakukan, karena sudah saatnya para petani anggrek di Indonesia mengurangi
ketergantungannya terhadap penggunaan fungisida dan beralih  dengan
menggunakan teknik pengendalian secara hayati, diantaranya dengan metode
ketahanan terimbas. Secara ilmiah diharapkan dapat memberikan kontribusi bagi
pengembangan ilmu pengetahuan terutama di bidang pemuliaan tanaman, analisis

molekular, dan ilmu terapan yang terkait.



BAB IV. METODE PENELITIAN
A. Roadmap riset

ANALISIS POLA DNA DAN PROFIL PROTEIN
ANGGREK TANAH (Spathoglottis plicata Bl.)
HASIL INDUCED RESISTANCE TERHADAP
Fusarium oxysporum

STUDI PENDAHULUAN (*)

Seleksi in vitro planlet dengan asam fusarat (*)
1. Medium MS + asam fusarat (AF) konsentrasi 0, 10, 20, 30, dan 40 ppm (*)
2. Penanaman planlet S. plicata secara in vitro (*)
3. Pengamatan parameter pertumbuhan (persentase planlet hidup, tinggi & jumlah
tunas, jumlah daun & akar) (*)

PENELITIAN TAHUN [ (**)

Pengujian ketahanan planlet terhadap isolat Fusarium oxysporum (Fo) (**)
1. Subkultur pada planlet yang tahan terhadap AF (**)
2. Penyiapan isolat Fo dan inokulasi Fo terhadap akar planlet secara in vitro (**)

]

Pengamatan karakter anatomi dan uji biokimia S. plicata hasil pengimbasan AF (**)
1. Kandungan lignin pada batang dengan mikroskop fluorescen (**)
2. Uji aktivitas peoksidase pada daun S. plicata (**)

4

Pengamatan Pola DNA & Profil protein S. plicata tahan Fo (**)
1. Menggunakan metoda SDS-PAGE untuk analisis profil protein (**)
2. Menggunakan metode RAPD untuk analisis pola DNA (**)

Penelitian Tahun Il (***)

1. Analisis Sequencing ITS rDNA kandidat mutan S. plicata tahan F.oxysporum (***)

2. Aklimatisasi bibit S. plicata mutan tahan F. oxysporum di rumah Kasa (***)

3. Uji di lapangan pada beberapa lokasi sentra tanaman anggrek di Indonesia

4. Analisis dampak terhadap lingkungan mutan S. plicata

5. Apabila uji coba bibit S. plicata mutan tahan F. oxysporum di lapangan tersebut
berhasil, selanjutnya bibit mutan tersebut dipatenkan, kemudian lisensinya dijual ke
perusahaan swasta untuk diproduksi massal (***)

keterangan: (*)  Penditian Pendahuluan yang sudah dilakukan
(**) Pendlitian yang dilakukan (Tahun 1)
(***) Pendlitian yang akan dilakukan setel ah kegiatan dalam pendlitian
Tahap | sdlesai dan akan digjukan ke proposal Tahun |1



Tahapan penelitian pada Tahap | ini disgiikan dalam bentuk bagan alir

seperti tercantum dalam Gambar 2.

Penelitian 1*&

4

Propagas planlet Splicata Terjadi pertumbuhan tunas, Planlet dalam jumlah banyak
secarainvitro daun dan akar pada planlet untuk stok pengujian tahap
= =] berikutnya
Penelitian 2*ﬂ
Sdleks planlet S plicata Planlet pada konsentrasi Konsentrasi AF toleran
konsentrasi pertumbuhan dengan pertumbuhan
optimum

Penelitian 3*"ﬂ'
Pengujian ketahanan planlet Planlet yang tahan tidak Terbentuknya ketahanan
hasil pengimbasan AF —=p| menunjukkan gejalapenyakit |=)| padaplanlet hasil
terhadap Fo layu Fusarium pengimbasan AF
Penelitian 4.a. **
Andlisis profil protein S Munculnya pita protein baru Data profil protein planlet
plicata hasil pengimbasan |, (spesifik) yang diprediksi = | hesil pengimbasan AF
AF dengan metode SDS- merupakan PR- protein hasil
PAGE pengimbasan
Penelitian 4.b.**

Munculnya pita DNA baru Terdapat pola DNA pada
Pengamatan pola DNA pada (spesifik) yang diprediksi planlet hasil pengimbasan
planlet S plicata hasil merupakan kandidat PR-gen AF yang mencirikan gen
pengimbasan AF dengan = | (marker) yg mengkode = ketahanan S. plicata yang
metode RAPD peroksidase tahan
Penelitian 5**
Karakterisasi planlet S Munculnya karakter spesifik Terdapat sifat spesifik
plicata: andiss aktivitas planlet: peningkatan aktivitas planlet: peningkatan
enzim peroksidase dan = enzim peroksidase dan = aktivitas enzim peroksidase
ketebalan lignin ketebalan lignin dan ketebalan lignin

Gambar 2. Bagan alir tahapan pendlitian

Ket: *)  Tahap pendlitian 1-2 sudah dilakukan dalam penditian pendahuluan.

**)

Tahap penelitian 3-5 dikerjakan dalam penelitian Tahap |




Berikut ini diuraikan metode penelitian dari tahap kegiatan yang diusulkan
dalam proposal ini.
1. Pengujian ketahanan planlet S. plicata terhadap F. oxysporum

Inokulasi dilakukan menurut teknik Hadisutrisno (1995). Inokulasi Fo
dilakukan secara langsung pada planlet dalam botol kultur. Mikrokonidium jamur
Fo dengan kerapatan spora 1,8 x 10* per mL diteteskan pada planlet 1-2 tetes.
Kemudian diinkubasikan pada suhu kamar (25 °C) selama 24 jam. Pengamatan
dilakukan mulai hari ke-3 setelah inokulasi selama 4 minggu. Intensitas penyakit
dihitung berdasarkan indeks kelayuan menurut He et al. (2002) yang telah
dimodifikasi. Tingkat ketahanan tanaman ditentukan berdasarkan skoring dengan
mengacu pada ketentuan Wibowo (2002).
2. Profil protein planlet S. plicata

Ekstraks protein dilakukan menurut Maniatis et al. (1982). Setelah crude
protein diperoleh, kemudian dilakukan pengukuran konsentrasi protein ditentukan
dengan menggunakan metode Bio-rad (Bio-rad Assay). Penentuan konsentrasi
protein dibaca dengan spektrofotometer pada panjang gelombang (OD 595 nm).
Konsentrasi protein diketahui melalui persamaan fungsi kurva baku standar
protein BSA.Penentuan berat molekul (BM) protein dilakukan melalui metode
SDS-PAGE menurut Maniatis et al. (1982). Elektroforesis pada tegangan 100
volt dilakukan selama 1,5 sampai 2,5 jam (Khunsook et al., 2003). Untuk
mendeteksi adanya protein baru (spesifik) dilakukan dengan cara membandingkan
profil protein daun planlet S plicata yang tidak diimbas dengan AF (kontrol)
dengan planlet S. plicata yang diimbas AF konsentrasi 10, 20, dan 30 ppm.
3. Pola DNA planlet

Isolasi DNA dengan menggunakan kit Nucleon Phytopure RPN-8511
(Daryono & Natsuaki, 2002). Untuk analisis PCR, disiapkan DNA template yang
telah dilarutkan dalam TE, ice box, dan primer yang digunakan (Tabel 1).
Kemudian dibuat premix PCR dengan komposisi: kit KAPPA2G Fast ReadyMix
sebanyak 12,5 uL, primer 2,5 uL pada konsentrasi 100 uM, DNA template 1,0 pL
pada konsentrasi 40 ng/pL, dan dH,O sebanyak 9,0 UL, sehingga volume totalnya
adalah 25,00 L.



Tabel 1. Primer RAPD

No Primer Urutan Nukleotida (5°—37) Referensi
1 OPB 14 TCCGCT CTG G Minoo et al., 2008
2 OPB_20 GGA CCCTTAC Minoo et al., 2008

Selanjutnya premix di amplifikasi dengan mesin PCR (GeneAmp 2400).
Kondisi reaksi untuk pelaksanaan proses PCR-RAPD mengikuti metode Williams
et al. (1990) yang dimodifikasi. Kemudian dilakukan elektroforesis. Selanjutnya
di running pada tegangan 100 volt selama kurang lebih 30 menit.Visualisasi hasil
running elektroforesis pada gel dilakukan dengan menggunakan UV
transiluminator dan difoto sebagai dokumentasi.

4. Aktivitas enzim peroksidase

Aktivitas enzim peroksidase dianalisis dengan metode dari Saravanan et al.
(2004). Dibuat campuran 1,5 mL 0,05 M pirogaol, 0,5 ml ekstrak enzim dari
daun planlet S. plicata, dan 0,5 mL 1% H,0, . Campuran diendapkan dalam suhu
kamar dan dimasukkan ke dalam kuvet berukuran 0,5 mL. Spektrofotometer
(Beckman DU-65) diatur dengan panjang gelombang 420 nm dan dibaca dari nol.
Aktivitas enzim dihitung dalam U/mg/min. Satu unit adalah aktivitas berubahnya
OD 420 nm pada spektrofotometer per menit.

5. Lignifikasi

Pengamatan lignifikasi pada irisan melintang batang planlet S plicata
yang telah dilakukan pengimbasan AF dengan cara pengecatan safranin (Ruzin,
1999). Batang yang sudah bersih difiksasi terlebih dahulu dengan cara direndam
dalam FAA dan disimpan selama 24 jam. Batang diiris dengan diding microtom
secara melintang dengan ketebalan 5-10 um. Potongan irisan melintang direndam
dalam safranin encer (1% w/v) selama 1,5 jam, kemudian dibilas dengan air

suling. Jaringan batang yang terlignifikasi akan tampak berwarna merah muda.



Analisisdata

Data yang diperoleh dari pertumbuhan planlet S plicata selama seleksi
dengan AF berupa data kualitatif dan data kuantitatif. Data kualitatif disajikan
dalam bentuk deskriptif komparatif dan di dukung foto. Data kuantitatif ditabulasi
dengan faktor konsentrasi yang berbeda dan ulangan 30 eksplan per perlakuan.

Analisis data pada penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL), sedangkan data kuantitatif dari setiap parameter dianalisis dengan
menggunakan Analisis Ragam (Analysis of Variance) atau Anova dengan tingkat
kepercayaan 95%. Apabila ada beda nyata dilanjutkan dengan Uji Jarak Berganda
dari Duncan atau DMRT (Duncan Multiple Range Test) pada taraf kepercayaan
95% (Gomes & Gomes, 1984).



BAB V. HASIL dan PEMBAHASAN

Hasil penelitian dibagi dalam lima bagian, dimulai dari: 1) propagasi
planlet Spathoglottis plicata Bl secara in vitro (penelitian pendahuluan); 2) hasil
seleksi planlet S plicata menggunakan asam fusarat (AF), untuk memperoleh
kisaran konsentrasi AF toleran pada planlet S plicata dengan pertumbuhan
optimum; 3) hasil uji ketahanan planlet Splicata terhadap Fusarium oxysporum
(Fo), yang meliputi: () hasil isolasi isolat dan monospora Fo; (b) hasil inokulasi
Fo pada planlet S plicata; 4) hasil karakterisasi planlet S plicata akibat
pengimbasan AF, meliputi: (a) analisis aktivitas enzim peroksidase; (b) analisis
lignin 5) hasil analisis profil protein serta pola DNA dengan metode SDS-PAGE
dan RAPD-PCR pada planlet S plicata yang diimbas AF dan kontrol; Hasil
penelitian dan pembahasannya berturut-turut disgjikan sebagai berikut.

A. Propagas Spathoglottis plicata secara in vitro
Hasil propagasi planlet anggrek tanah Spathoglottis plicata secara in
vitro dilakukan dengan tujuan untuk memperoleh planlet dalam jumlah
banyak yang akan digunakan sebagai stok pengujian tahap berikutnya. Hasil
propagas planlet S. plicata secarain vitro disgjikan pada Gambar 3.

Gambar 3. Hasil propagasi planlet S. plicata secarain vitro



Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah VW padat, dengan
penambahan sukrosa 30 g/L, PPM 0,5 mL/L dan perlakuan BAP dengan berbagai
konsentrasi sebagai berikut: 0,0 mg/L; 0,5 mg/L; 1,0 mg/L. Penambahan ZPT ke
dalam medium pada berbagai jenis maupun konsentrasi sangat mempengaruhi
keberhasilan regenerasi tanaman secara in vitro. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa penambahan ZPT BAP 1 mg/L berpengaruh terhadap kemampuan
regenerasi tunas yang paling optimum. Multiplikasi tunas dapat dirangsang
dengan penambahan ZPT golongan sitokinin seperti benzyl amino purine (BAP).
Keberadaan sel-sel yang bersifat totipotensi pada daerah nodus batang dapat
diaktifkan dengan pemberian ZPT BAP pada konsentrasi yang tepat (Cuenca et
al., 2000).

Penelitian menggunakan BAP untuk merangsang pembentukan tunas
antara lain pernah dilakukan oleh Kalimuthu et al. (2006). Regenerasi dan
multiplikasi tunas dari nodus batang vanili dalam basal medium yang
mengandung BAP 0,5-3,0 mg/L+10% air kelapa menghasilkan rata-rata 2-4 tunas
baru selama 10-12 minggu. Nurcahyani (2013) mengemukakan bahwa dengan
menggunakan eksplan nodus batang, inisiasi dan multiplikasi planlet vanili
dilakukan dengan cara yang lebih sederhana dan efisien yaitu hanya dengan
menggunakan satu macam ZPT (BAP), tanpa harus menggunakan banyak ZPT
dan senyawa organik. Hasilnya adalah dari satu eksplan nodus batang dapat
dihasilkan 3-6 tunas dalam waktu 12 minggu. Tunas lebih cepat terbentuk setelah
eksplan ditanam pada medium MS+BAP 1 mg/L selama 7 hari.

Berdasarkan berbagai penelitian tentang mikropropagasi tanaman seperti
yang telah diuraikan dimuka, rata-rata para peneliti menggunakan lebih dari satu
macam ZPT dengan beberapa penambahan senyawa organik untuk inisiasi,
multiplikasi dan pembentukan akar. Pada penelitian ini, inisiasi dan multiplikasi
planlet S. plicata dilakukan dengan cara yang lebih sederhana dan efisien yaitu
hanya dengan menggunakan satu macam ZPT (BAP), tanpa harus menggunakan
banyak ZPT dan senyawa organik. Berdasarkan hasil penelitian pendahuluan di
atas, maka untuk penelitian tahap berikutnya, yaitu seleksi planlet S plicata
dengan menggunakan AF, medium yang digunakan adalah MS+BAP 1 mg/L.



B. Seleks in vitro planlet Spathoglottis plicata dengan asam fusarat

Seleksi planlet anggrek tanah Spathoglottis plicata dengan menggunakan
asam fusarat (AF) dilakukan dengan menanam planlet pada medium Vacin &
Went (VW) yang ditambahkan dengan asam fusarat (AF) dengan konsentrasi 10
ppm, 20 ppm, 30 ppm, dan 40 ppm, serta planlet yang tidak ditambahkan dengan
AF (0 ppm) sebagai kontrol. Planlet kemudian diinkubasikan dalam waktu 4
minggu. Planlet S plicata yang ditanam pada medium VW dengan penambahan
AF berbagai konsentrasi disajikan pada Gambar 4.

Gambar 4. Planlet S plicata yang ditanam pada medium VW dengan penambahan
AF berbagai konsentrasi umur satu minggu. A= kontral (0 ppm), B=
konsentrasi AF (10 ppm), C= konsentrasi AF (20 ppm), D= konsentrasi
AF (30 ppm), dan E= konsentrasi AF (40 ppm).

Hasil seleksi menunjukkan bahwa planlet masih bisa bertahan hidup
sampai pada konsentrasi AF 30 ppm, sedangkan perlakuan AF 40 ppm planlet
mampu bertahan hidup hingga 86,70% sampai minggu ke-1V. Hasil seleksi planlet
anggrek tanah berdasarkan persentase jumlah planlet hidup dengan berbagai
konsentrasi AF disgjikan pada Tabel 2.

Tabel 2 menunjukkan bahwa pada minggu I, 11, dan 11l pada konsentrasi
10, 20, 30, 40 ppm, dan kontrol persentase jumlah planlet hidup mencapai 100%.
Planlet S plicata yang diperlakukan dengan konsentrasi 10, 20, 30 ppm pada



minggu 1V tidak mengalami kematian, sedangkan pada konsentrasi 40 ppm

mengalami kematian 13,3 %.
Tabel 2. Persentase jumlah planlet hidup hasil seleksi dengan asam fusarat

Konsentrasi  Persentase jumlah planlet hidup pada minggu (%)
Asam fusar at

(ppm) I I [l v
0 100 100 100 100
10 100 100 100 100
20 100 100 100 100
30 100 100 100 100
40 100 100 100 86,7

Jumlah planlet pada konsentrasi AF 0-40 ppm pada minggu | menunjukkan
100% hidup dan secara visual semuanya hijau. Mulai minggu |1 planlet yang ditanam
pada medium AF 10-40 ppm menunjukkan adanya perubahan secara visual bewarna
hijau dengan bagian tertentu berwarna cokelat atau browning. Persentase dan
visualisasi planlet S. plicata hasil seleksi dengan berbagai konsentrasi AF disgjikan
pada Tabel 3.

Tabel 3. Persentase dan visualisasi planlet S. plicata hasil seleksi dengan
berbagai konsentrasi asam fusarat

Konsentrasi asam fusarat Persentase dan visualisasi planlet pada minggu (%)
(ppm) | I 1 A%
H :100 H :100 H :100 H :100

0

H :100 H :733 H :66,7 H :46,7
HC: 26,7 HC: 33,3 HC : 53,3
20 H :100 H :66,7 H :66,7 H :46,7
HC: 33,3 HC: 33,3 HC: 53,3

H :100 H :66,7 H :533 H :40

10

b HC:333 HC:467 HC:60
H :100 H :60 H :467 H :467
40 HC:40  HC:533 HC:40
C 133
Keterangan: H : Hijau

HC : Hijau dengan bagian tertentu bewarna cokelat
C : Cokélat atau browning

Planlet pada konsentrasi AF 40 ppm minggu |l menunjukkan adanya
perubahan secara visual yaitu bewarna hijau dengan bagian tertentu mengalami

browning dengan persentase paling tinggi sebesar 40%. Planlet yang ditanam



pada konsentrasi AF 40 ppm secara visual menunjukkan browning pada minggu
IV dan mengalami kematian.

Hasil seleksi kenampakan secara visual planlet yang semula berwarna
hijau menjadi hijau cokelat pada bagian tertentu, dan browning setelah diberi
perlakuan dengan AF disgjikan pada Gambar 5. Planlet yang tahan AF, browning
hanya terjadi pada bagian ujung daun (Gambar 5B, C, D), sedangkan planlet yang
tidak tahan AF akan mengalami browning yang cepat meluas ke seluruh bagian
planlet (Gambar 5E).

Tt
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Gambar 5. Pertumbuhan planlet S. plicata umur 4 minggu pada berbagai
konsentrasi AF. A= 0 ppm (kontrol), B=10 ppm, C= 20 ppm,
D= 30 ppm, dan E= 40 ppm

Setelah planlet S plicata diseleksi dengan AF selama 4 minggu,
selanjutnya disubkultur ke dalam medium VW + BAP tanpa AF (medium
multiplikasi). Pemindahan planlet ke dalam medium multiplikasi bertujuan untuk
pemulihan planlet dari tekanan akibat perlakuan AF dan untuk perbanyakan
planlet yang pada seleksi awal tahan. Pada tahap ini, jumlah planlet untuk tiap
perlakuan berbeda sesuai dengan jumlah planlet yang diperoleh pada seleksi
dengan AF. Hasil pengamatan persentase jumlah planlet hidup pada medium
multiplikasi disgjikan pada Tabel 4.



Tabel 4. Persentase jumlah planlet S plicata yang hidup pada medium
multiplikasi

Konsentrasi AF  Persentase jumlah planlet hidup minggu

(ppm) | I 1l IV
0 100,00 100,00 100,00 100,00
10 30,00 30,00 30,00 26,00
20 10,00 10,00 10,00 10,00
30 20,00 2094 13,00 13,00
40 33,00 3300 30,00 30,00

K eterangan: Jumlah awal planlet S plicata pada medium multiplikasi
tergantung jumlah planlet yang diperoleh pada seleksi
dengan AF masing-masing perlakuan

Pada minggu |, pertumbuhan planlet setelah disubkultur ke dalam medium
multiplikasi masih lambat, karena planlet mulai beradaptasi dengan lingkungan
yang baru. Pemindahan planlet ke medium tanpa toksin setelah seleksi dalam
jangka waktu tertentu mempunyai arti penting terutama untuk pemulihan planlet
dari tekanan akibat perlakuan AF yang diberikan dan untuk perbanyakan planlet
yang pada awal seleksi tahan. Penggunaan medium yang sesuai sangat berperan
dalam tahap ini. Pada minggu Il sampai 1V persentase jumlah planlet hidup
menunjukkan kecenderungan stabil. Sampai dengan minggu 1V, persentase
jumlah planlet hidup paling sedikit diperoleh pada planlet yang diseleksi AF
konsentrasi 20 ppm (10,00%), karena planlet yang tahan pada konsentrasi ini
paling sedikit. Pada perlakuan AF 10, 30 dan 40 ppm dihasilkan jumlah planlet
sebesar 26,00%, 13,00%, dan 30,00% (Tabel 4).

Bedasarkan planlet-planlet vanili yang tahan terhadap AF ini, diharapkan
muncul pula planlet S plicata yang juga tahan terhadap Fo. Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa tanaman yang tahan terhadap AF mempunyai ketahanan juga
terhadap penyakit layu yang disebabkan oleh F. oxysporum (Toyoda et al., 2003).

C. Pengujian ketahanan planlet S. plicata terhadap Fusarium oxysporum

Setelah diperoleh planlet-planlet yang tahan terhadap AF pada seleksi dengan
AF, selanjutnya diuji ketahanannya terhadap jamur Fusarium oxysporum (Fo)
dengan langkah-langkah sebagai berikut.



1. Isolas isolat dan monospora F. oxysporum
Hasil isolasi Fo menunjukkan adanya variass warna koloni, ukuran
konidium dan diameter koloni (Tabel 5).

Tabel 5. Warna, ukuran konidium, dan diameter koloni Fusarium oxysporum

. Warna Ukuran konidium (um) Diameter koloni
Asal isolat koloni Makro Mikro (cm)
Putih 18,79-24,64 x 8,16-11,19 x 4,59-5,40°
Cangkriman, keunguan 5,69-6,93° 4,62-6,41%
Sleman
Putih 18,60-26,64 x 8,61-14,68 x 5,79-6,00°
kemerahan 5,74-6,56° 4,69-6,87%

Keterangan: # diukur 7 hari setelah inokulasi pada medium PDA

Hasil penelitian menunjukkan bahwa makrokonidium yang ditemukan
mempunyai variasi ukuran antara 18,60-26,64 x 5,69-6,93% um, berbentuk agak
melengkung, kebanyakan dengan 3 sekat (Tabel 5 dan Gambar 6A).

()

Gambar 6. Karakter morfologis hasil isolasi Fusarium oxysporum. A= makrokonidium,
B= mikrokonidium, ap= sd apikal, ba= sd basal, S;= sdl tunggal, S,= sd
bersekat.

Mikrokonidium yang ditemukan pada penelitian ini ukurannya berkisar
antara 8,16-14,68 x 4,62-6,87 um, berbentuk oval-elipsoid bersel tunggal atau
bersekat (Tabel 5 dan Gambar 6B). Diameter koloni isolat dari Fo pada
penelitian ini bervariasi antara 4,59 — 6,00 cm (Tabel 5).
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Gambar 7. Hifa Fusarium oxysporum dengan A= klamidospora (kl) dan B= konidiofor
(ko).

Pada pengamatan, klamidospora tampak tunggal atau berpasangan,
berbentuk bulat agak lonjong, berwarna cokelat muda, berdinding tebal (Gambar
7A), terletak di tengah (interkalar) atau ujung hifa (terminal), demikian pula
dengan konidiofornya (Gambar 7B).

Koloni isolat Fo yang ditumbuhkan pada medium Potato Dextrose Agar

(PDA) menunjukkan variasi, dari putih kemerahan sampai putih keunguan
(Gambar 8).

Gambar 8. Koloni isolat F. oxysporum dalam medium PDA, A= koloni berwarna putih
kemerahan, B= koloni berwarna putih keunguan.



Fusarium adalah salah satu jamur yang mempunyai variabilitas tinggi
karena sifat genetik dan respon fenotipiknya terhadap perubahan lingkungan
(Windels, 1993). Oleh karena itu untuk mendapatkan sifat yang seragam dan
stabil dari jamur ini, perlu dilakukan isolasi monospora untuk memperoleh varian
yang stabil, sehingga apabila digunakan untuk uji-uji selanjutnya diharapkan
memberikan hasil yang konsisten. Hasil isolasi monospora Fo disgjikan pada
Gambar 9.

Gambar 9. Hasil isolasi monospora Fusarium oxysporum dalam medium
PDA. A= permukaan atas, B= permukaan bawah.

Berdasarkan Gambar 9 tampak koloni monospora yang dihasilkan
berwarna putih baik pada permukaan bawah maupun atas. Pada tahap berikutnya,
monospora ini akan digunakan untuk pengujian ketahanan planlet S plicata
terhadap Fo.

2. Inokulas F. oxysporum pada planlet S. plicata

Metode inokulasi yang digunakan dalam uji ketahanan planlet S. plicata
hasil pengimbasan AF adalah dengan menginokulasikan secara langsung suspensi
mikrokonidium jamur Fo dengan kerapatan konidium 1,9 x 10* per ml pada
planlet sebanyak 1-2 tetes di dalam botol kultur secara in vitro, dengan ulangan
setiap perlakuan sebanyak 3 kali, kemudian diinkubasikan pada suhu kamar
(25 ‘C) selama 24 jam (Hadisutrisno, 1995). Berdasarkan pengamatan dengan
menghitung jumlah daun planlet yang dilakukan setiap hari selama 4 minggu,



menunjukkan adanya gejala layu pada planlet S plicata di dalam botol kultur.
Perlakuan inokulasi ini dilakukan secara in vitro, sehingga kondisi lingkungan
bisa dijaga

Berdasar pengamatan terhadap planlet S plicata hasil pengimbasan yang
diuji tampak bahwa pada hari ke-4 setelah inokulasi muncul gejala daun layu
pada kontrol. Gejala daun layu juga muncul pada perlakuan 0, 10, 20 dan 30
ppm. Gejala tersebut merupakan karakteristik layu Fusarium (Hadisutrisno,
2004), sehingga dapat dilakukan perhitungan persentase daun layu atau kuning
(Tabel 6).

Tabel 6. Persentase daun layu atau kuning pada setiap perlakuan asam fusarat

Persentase daun layu atau kuning pada hari pengamatan ke-
Perlakuan =5 4 12 20 28
Kontrol 0 26,00 46,00 93,00 100,00
10 ppm 0 00,00 06,00 60,00 86,00
20 ppm 0 00,00 00,00 13,00 13,00
30 ppm 0 00,00 00,00 00,00 13,00
40 ppm 0 00,00 00,00 00,00 03,00

Berdasarkan Tabel 6, gejala daun layu atau kuning yang muncul pada hari
ke-4 setelah inokulasi menunjukkan bahwa persentase daun layu atau kuning pada
kontrol telah mencapai rata-rata 26,00% dan hari ke-12 meningkat menjadi 46%.
Pada perlakuan 10 ppm persentase daun layu atau kuning baru muncul pada hari
ke-12 mencapai 06,00%, sedangkan perlakuan 20 ppm baru menunjukkan gejala
daun layu pada hari ke-20 dengan persentase 13%. Konsentrasi 30 ppm gejala
daun kuning baru muncul pada hari ke-28 dengan persentase 13%. Kenaikan
persentase daun layu atau kuning pada pengamatan hari ke-20 terjadi pada
kontrol, perlakuan 10 ppm dan 20 ppm (93,75%; 60,00%; dan 13,00%).
Persentase daun layu atau kuning pada hari ke-28 setelah inokulasi, pada kontrol
meningkat menjadi 100% dan pada perlakuan 10 ppm terjadi peningkatan pula
menjadi 86,00%, sedangkan pada perlakuan 20 dan 30 ppm tidak mengalami
kenaikan persentase tetap 13,00%. Pada konsentrasi 40 ppm hanya 3% planlet



yang menunjukkan gejala kuning atau layu setelah satu bulan diinokulasi dengan
Fusarium.

Selanjutnya, berdasarkan skoring terhadap gejala daun layu atau kuning
yang muncul maka dapat diketahui persentase intensitas penyakit dan kriteria
ketahanan dari masing-masing perlakuan (Tabel 7).

Tabe 7. Intensitas penyakit hasil uji ketahanan dan tingkat ketahanan planlet
S plicata pada setiap perlakuan asam fusarat

Hari pengamatan

Perlakuan 4 12 20 28
IP Kriteria IP Kriteria IP Kriteria IP Kriteria
(%) Ketahanan (%) Ketahanan (%)  Ketahanan (%) Ketahanan

Kontrol 33,00 Modeat 83,00 Rentan 91,00 Rentan 100,00 Rentan
10 ppm 00,00 Tahan 33.00 Modeat 66,00 Rentan 83,00 Rentan
20ppm 00,00 Tahan 00,00 Tahan 33,00 Moderat 33,00 Moderat
30ppm 00,00 Tahan 00,00 Tahan 00,00 Tahan 33,00 Moderat
40 ppm 00,00 Tahan 00,00 Tahan 00,00 Tahan 25,00 Tahan

K eterangan: |P= Intensitas Penyakit

Berdasarkan Tabel 8 diketahui bahwa pada hari ke-28, intensitas penyakit
tertinggi ditunjukkan oleh kontrol (100%) disusul konsentrasi 10 ppm (83,00%)
sehingga dinyatakan rentan terhadap penyakit layu Fusarium, sedangkan
perlakuan 20 dan 30 ppm memiliki intensitas penyakit 33,00%, dan kriteria
ketahanannya adalah moderat. Pada perlakuan 40 ppm intensitas penyakit sebesar
25% sehingga kriteria ketahanannya adalah tahan. Berdasar hal tersebut dapat
diketahui bahwa intensitas penyakit perlakuan AF 40 ppm tidak mengalami
perubahan sejak hari ke-4 hingga ke-20.

Berdasarkan data intensitas penyakit dan kategori ketahanannya, dapat
diketahui pula bahwa perlakuan AF 40 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 S. plicata terhadap penyakit layu Fusarium. Planlet S plicata
umur 28 hari setelah diinokulasi dengan Fo disajikan pada Gambar 10.



Gambar 10. Hasil inokulasi F. oxysporum pada planlet S. plicata umur 28 hari setelah
perlakuan. A= planlet kontrol, B= planlet hasil pengimbasan AS 10 ppm, C=
planlet hasil pengimbasan AS 20 ppm, D= planlet hasil pengimbasan AS 30
ppm, E= planiet hasil pengimbasan AS 40 ppm

D. AnalisisLignin

Parameter lain yang dapat menunjukkan terjadinya mekanisme ketahanan
planlet S. plicata hasil pengimbasan AF adalah terjadinya lignifikasi pada jaringan
berkas pengangkut planlet. Lignin merupakan polimer fenol yang berantai
panjang dan terbentuk di tempat terjadinya infeksi serta sukar terdegradasi oleh
mikroorganisme (Goodman et al., 1986). Penambahan tebal lignin pada dinding
xilem (berkas pengangkut) sebagai salah satu mekanisme ketahanan planlet S
plicata terhadap Fo, telah diamati pada batang (bulbus) planlet S plicata yang
diimbas AF (konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm dan 40 ppm) dibandingkan
dengan kontrol atau tidak diimbas AF (Gambar 11).
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Gambar 11. Irisan melintang batang planlet S plicata yang mengandung lignin
(merah muda pada dinding sel). Tanda panah ( — ) menunjukkan
penebalan lignin yang meningkat pada planlet S plicata yang
diperlakukan AF. A= kontrol; B, C, dan D= planlet S plicata diimbas
asam fusarat konsentrasi 10, 20, 30 dan 40 ppm.

Untuk mendeteksi terjadinya lignifikasi dilakukan pengamatan irisan
melintang batang planlet S. plicata dengan menggunakan pereaksi phloroglucinol.
Gambar 11 menunjukkan bahwa jaringan xilem pada batang yang terimbas,
dindingnya mengalami penebalan yang ditandai dengan lebih tebalnya warna
merah muda pada jaringan yang mengandung lignin. Lignin terbentuk hampir
pada semua perlakuan dan lebih sering terbentuk pada jaringan xilem.

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa baik pada batang planlet S. plicata
kontrol maupun yang diimbas AF mengalami lignifikasi, oleh karena itu,
pengaruh perlakuan cekaman AF bisa dideteksi efeknya antara lain melalui
pengukuran ketebalan lignin pada dinding berkas pengangkut (Tabel 8).

Tabel 8 menunjukkan adanya peningkatan ketebalan lignin pada dinding
sel xilem pada perlakuan 10 ppm =16,26 pum; 20 ppm =18,49 pum; 30 ppm =18,49
um dan 40 ppm 21,29 pum dibandingkan kontrol 12,69 pm. Semakin tinggi
konsentrasi AF maka lignin semakin tebal. Hal ini menunjukkan bahwa planlet



S plicata memberi tanggapan ketahanan melalui penambahan tebal lignin setelah
diperlakukan dengan AF.

Tabel 8. Rata-rata ketebalan lignin (um) planlet S plicata yang tidak diimbas
(kontrol) dan diimbas asam fusarat (10, 20, 30 dan 40 ppm)

Perlakuan Rata-rata ketebalan lignin (um), N: 30
0 ppm 12,69 + 0,03"
10 ppm 16,26 + 0,07°
20 ppm 18,49 + 0,04°
30 ppm 19,29 + 0,05
40 ppm 21,29 + 0,06"

K eterangan: Angka yang diikuti huruf yang tidak sama dalam satu kolom
berbeda nyata berdasarkan uji Duncan pada dergjat kepercayaan
95%, setelah ditransformasikan ke V***

E. Analisisaktivitasenzim peroksidase

Hasil analisis aktivitas enzim peroksidase planlet S plicata yang di tanam
pada medium VW dengan penambahan berbagai konsentrasi AF di sajikan dalam
suatu histogram pada Gambar 12.
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Gambar 12. Histogram hubungan antara aktivitas enzim peroksidase planlet anggrek
tanah yang tidak diimbas (kontrol) dan diimbas asam fusarat (10, 20,
30, dan 40 ppm)

Gambar 12 menunjukkan bahwa terjadi peningkatan aktivitas enzim
peroksdase yang signifikan dari empat konsentras AF yang berbeda. Pada



kontrol (0 ppm) menghasilkan aktivitas enzim peroksidase sebesar 0,116
U/mg/min. Konsentrasi AF 10 ppm mengakibatkan aktivitas enzim peroksidase
meningkat sebesar 0,265 U/mg/min, konsentrasi AF 20 ppm menyebabkan
aktivitas enzim peroksidase menjadi 0,349 U/mg/min, konsentrasi AF 30 ppm
menghasilkan aktivitas enzim peroksidase 0,372 U/mg/min, dan pada konsentrasi
AF 40 ppm menghasilkan aktivitas enzim peroksidase sebesar 0,521 U/mg/min.
Peningkatan aktivitas enzim peroksidase sejalan dengan meningkatnya cekaman
AF.

F. Analisis DNA planlet Spathoglottis plicata dengan metode RAPD-PCR

> |solas DNA planlet S. plicata

Dalam tahap ini telah berhasil diisolasi total genom DNA daun planlet
S plicata hasil pengimbasan AF pada konsentras 10, 20, 30, 40 ppm dan tidak
diimbas dengan AF (kontrol) untuk sejumlah sampel acak, dengan menggunakan
kit Nucleon Phytopure RPN-8511. Analisis DNA pada planlet S. plicata didahului
dengan mengukur kualitas dan kuantitas DNA planlet S. plicata. Untuk analisis
pola DNA, secara acak diambil masing-masing 1 sampel daun S. plicata yang
rentan (10 ppm), moderat (20 ppm dan 30 ppm) dan tahan (40 ppm), serta kontrol
sehingga diperoleh 5 sampel.

a. Kualitasdan kuantitas DNA S. plicata

Isolasi total genom DNA daun planlet S plicata hasil pengimbasan AF
pada konsentrasi 10, 20, 30, 40 ppm dan tidak diimbas dengan AF (kontrol) telah
dilakukan untuk sejumlah sampel acak, dengan menggunakan kit Nucleon
Phytopure RPN-8511. Hasilnya adalah berupa nilai kemurnian DNA dan
konsentrasi DNA (Tabel 9).



Tabel 9. Hasil pengukuran kemurnian DNA dan konsentrass DNA 5 sampel daun
S plicata yang tidak diimbas (kontrol) dan diimbas asam fusarat (10, 20, 30

dan 40 ppm)
No Sampel Kemurnian Konsentras DNA
DNA (A260/280) (ng/pL )
1 SUs 1,864 483,6
2 S 1,854 473,6
3 SU, 1,860 484,7
4 SUs 1,870 608,6
5 SU, 1,880 603,1
K eterangan:

1= planlet S plicata kontrol (SoUs)

2= planlet S plicata diimbas AF konsentrasi 90 ppm (S,U,)

3= planlet S plicata diimbas AF konsentrasi 100 ppm (S,Uy)

4= planlet S plicata diimbas AF konsentrasi 110 ppm (S:Us)

5= planlet S plicata diimbas AF konsentrasi 40 ppm (S,U>)

Kualitas dan kuantitas DNA diukur dengan  menggunakan
spektrofotometer (Beckman, DU-65). Tabel 9 menunjukkan bahwa DNA yang
diperoleh mempunyai kualitas dan kuantitas yang relatif baik. Kemurnian DNA
diperoleh dari perbandingan absorbansi Asozso. Nilai ratio kemurnian DNA S
plicata hasil isolasi berkisar antara 1,843 — 2,000. Hal ini sesuai dengan pendapat
Sambrook et al. (1989) yang menyatakan bahwa nilai ratio kemurnian DNA yang
baik adalah pada kisaran 1,800 -2,000.

Pada penelitian ini, konsentrasi DNA dari semua sampel daun S plicata
untuk template dalam reaksi PCR diseragamkan kira-kira sebesar 40 ng/pL
dengan pengenceran. Hasil isolass DNA 5 sampel daun S. plicata yang tidak
diimbas (kontrol) dan diimbas asam fusarat (10, 20, 30 dan 40 ppm) disgjikan

pada Gambar 16.

Gambar 16. Hasil isolasi DNA 5 sampel daun S. plicata control (SoUs) dan
diimbas asam fusarat (10 ppm_S,U4, 20 ppm_S3U,, 30 ppm_S,U3
dan 40 ppm_SsU,)



b. Analisis pita RAPD

Berdasarkan hasil amplifikasi sequence DNA dengan menggunakan 2 primer
pada 5 sampel planlet S. plicata kontrol dan diimbas AF (konsentrasi 10, 20, 30,
dan 40 ppm) menghasilkan total 20 pita DNA. Jumlah pita hasil amplifikasi PCR-
RAPD dari 5 sampel planlet S. plicata tersebut disajikan pada Tabel 10.

Tabel 10. Jumlah pita hasil amplifikasi PCR-RAPD pada planlet S plicata
kontrol dan diimbas asam fusarat (10, 20, 30, dan 40 ppm)

No Primer Urutan Basa Jumlah Jumlah Jumlah Ukuran
Nukleotida Pita Pita PitaMono PitaRAPD
(5’-3’) RAPD  Polimorfik mor fik (bp)
1 OPB 14 TCCGCTCTGG 05 01 04 150 — 1400
2 OPB 20 GGACCCTTAC o7 01 06 100 - 1250
Total 12 02 10 100 - 1400
K eterangan:
bp: base pair

Pita= band= fragmen

Tabel 10 menunjukkan bahwa secara keseluruhan, amplifikasi 2 primer
(OPB_14 dan OPB_20) menghasilkan jumlah pita DNA sebesar 7 (OPB_20), dan
5 (OPB_14) per primer pada ukuran pita DNA antara 100 bp sampai 1400 bp.
Pemilihan primer pada analisis RAPD berpengaruh terhadap tingkat polimorfisme
pita DNA yang dihasilkan. Hal ini disebabkan setiagp primer memiliki situs
penempelan tersendiri sehingga pita DNA yang dihasilkan berbeda. Polimorfisme
merupakan suatu bentuk variasi genetik yang terjadi dalam rantai DNA. Jumlah
pita DNA polimorfik menentukan keragaman suatu populasi karena pita DNA
polimorfik menggambarkan keadaan genom tanaman (Hartati et al., 2007).

Pada penelitian ini pemilihan primer didasarkan pada penelitian yang
dilakukan oleh Minoo et al., (2008) yang meneliti variasi genetik dan hubungan
kekerabatan pada spesies Vanilla planifolia. Dari 9 primer yang digunakan pada
penelitian tersebut, 3 primer menghasilkan pita DNA polimorfik sebesar 100%
yaitu primer OPB_14 (6 pita DNA) dan OPB_20 (8 pita DNA), total keseluruhan
ada 14 pita DNA. Hasil penelitian pada planlet S plicata kontrol dan yang
diimbas AF, dengan menggunakan primer yang sama, menghasilkan jumlah pita



DNA sebesar 7 (OPB_20), dan 5 (OPB_14) per primer pada ukuran pita DNA
antara 100 bp sampai 1400 bp.

Elektroforesis hasil amplifikasi PCR-RAPD dengan 2 primer tersebut
menghasilkan 4 pola pita DNA. Pola pita DNA planlet S. plicata yang tidak
diimbas (kontrol) maupun diimbas AF (konsentrasi 10, 20, 30, dan 40 ppm) pada
masing-masing primer disajikan pada Tabel 11 dan 12.

1. Primer OPB_14

Primer OPB_14 menghasilkan dua pola pita DNA seperti tersgji pada Tabd 11.

Pada Tabel 11 menunjukkan bahwa pita DNA ukuran 150, 250, 400, dan 750
bp terbentuk pada semua sampel, baik pada planlet S. plicata kontrol maupun
yang diimbas AF. Pada planlet S. plicata yang diimbas AF terdapat pita DNA
baru (spesifik) dengan ukuran 1400 bp.

Tabel 11. Pola pita DNA planlet S plicata kontrol dan diimbas asam fusarat
(konsentrasi 10, 20, 30, dan 40 ppm) dengan primer OPB_14

Pola pita DNA-1 Pola pita DNA-2
Sampel  Ukuran DNA Sampel Ukuran DNA
(bp) (bp)
150 150

SoU3 250 SiUg, S;U;, 250
400  SUsSU, 3 400

750 750

1400°

Keterangan: Pola pita DNA-1: SeUs (kontrol) menghasilkan 4 pita yang identik; Pola
pita DNA-2: S;U;, S;U,, S3Us, S4U, menghasilkan 5 pita yang identik, dan 4
diantaranya sama dengan kontrol, serta 1 pita baru/spesifik (*)

2. Primer OPB_20
Primer OPB_20 menghasilkan dua pola pita DNA seperti tersaji dalam Tabel

12.



Tabel 12. Pola pita DNA planlet S plicata kontrol dan diimbas asam fusarat
(konsentrasi 10, 20, 30, dan 40 ppm) dengan primer OPB_20

Pola Pita DNA-1 Pola Pita DNA-2
Sampel | Ukuran DNA |  Sampe Ukuran DNA

(bp) (bp)

100 100

150 SU; 150

SoUs 250 SU, 250
300 S3Us3 300

500 S.U, 500

800 800
~ \ 1250

Keterangan: Pola pita DNA-1: SeUs (kontrol) menghasilkan 6 pita yang identik; Pola
pita DNA-2: S;U;, S,U,, S3U3, S4U,; menghasilkan 7 pita yang identik, dan
6 diantaranya sama dengan kontrol, serta 1 pita baru/spesifik (*)

Pada Tabel 12 menunjukkan pita DNA ukuran 100, 150, 250, 300, dan
500, dan 800 bp terbentuk pada semua sampel baik pada kontrol maupun yang
diimbas AF. Pada planlet S. plicata yang diimbas AF terdapat pita DNA baru
(spesifik) dengan ukuran 1250 bp.

Berdasarkan Tabel 11 dan 12 dapat diketahui bahwa aplikasi 2 primer
RAPD yang digunakan menghasilkan 4 pola pita DNA. Menurut Penner (1996) &
Y uwono (2010), RAPD pada dasarnya memanfaatkan perbedaan pola amplifikasi
PCR yang disebabkan oleh perbedaan posisi menempelnya primer pada genom
dari individu yang berbeda. Terjadinya perbedaan pola pitatersebut karena adanya
proses amplifikasi untai DNA pada posisi tertentu. Berdasarkan 4 pola pita DNA
yang terbentuk, didapatkan 2 pita DNA baru (spesifik) yaitu 1400 bp (primer
OPB_14) dan 1250 bp (primer OPB_20). Pita DNA spesifik tersebut dapat
dijadikan sebagai karakter untuk mengelompokkan dan memisahkan planlet
S plicata yang tidak diimbas (kontrol) dan diimbas AF (konsentrasi 10, 20, 30
dan 40 ppm). Tampilan pola pita DNA dan pita baru (spesifik) pada masing-
masing primer disajikan pada Gambar 17
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Gambar 17. Pola pita DNA planlet S. plicata dengan primer OPB_14, menghasilkan
pita baru (spesifik) sekitar 1400 bp

4000

3000
2000

1500
1000

750

500

250

Gambar 18. Pola pita DNA S plicata dengan primer OPB_20, menghasilkan pita baru
(spesifik) sekitar 1250 bp.

Hasil amplifikass DNA planlet S plicata dengan menggunakan primer
OPB_14 dan OPB_20, menunjukkan bahwa pola pita DNA planlet S. plicata yang



kontrol berbeda dengan pola pita DNA planlet S plicata yang diimbas AF
(Gambar 17A dan B). Planlet S. plicata yang diimbas AF baik konsentrasi 10, 20,
30 maupun 40 ppm menghasilkan 1 pita DNA yang berbeda ukurannya dengan
planlet S plicata kontrol, yaitu pita DNA berukuran 1400 bp (OPB_14) dan 1250
bp (OPB_20), sehingga pita DNA ini dapat dijadikan sebagai pembeda antara
planlet S. plicata kontrol dan planlet S. plicata yang diimbas AF. Pita DNA ini
dinamakan sebagai penanda RAPD OPB_ 141400 dan RAPD OPB_ 2025,

Berdasarkan penanda RAPD yang ditemukan, maka penanda RAPD dapat
membedakan planlet S. plicata kontrol yang rentan terhadap Fo dengan planlet
S plicata yang diimbas AF pada konsentrasi 10, 20, 30 dan 40 ppm. Planlet
S plicata yang diimbas dengan AF pada konsentrasi 10, 20, 30 dan 40 ppm,
berdasarkan uji ketahanan terhadap Fo, merupakan planlet S. plicata dengan
kriteria moderat dan tahan.

Hasil penelitian ini didukung oleh penelitian Esmaiel et al. (2012),
mengemukakan bahwa penanda RAPD dapat digunakan untuk membedakan
planlet Carnation (Dianthus caryophylus L.) yang tahan terhadap Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi dan planlet yang sensitif terhadap jamur tersebut secara
in vitro. Soliman (2012) dan Parida et al. (2010) menggunakan RAPD untuk
mengevaluasi kestabilan genetik planlet Apricot (Prunus armeniaca L.) dan
Kaempferia galanga, hasil mikropropagasi secara in vitro dibandingkan dengan
induknya. Karun et al. (2008), telah dapat membedakan planlet pinang (Areca
catechu L.) yang tahan terhadap penyakit Yellow Leaf Disease (YLD) dengan
planlet yang sensitif secarain vitro.

Berdasarkan uraian di atas, dapat dinyatakan bahwa planlet S. plicata
kontrol (rentan) secara genetik berbeda dengan planlet S. plicata yang diimbas AF
pada konsentrasi 10, 20, 30 dan 40 ppm (moderat dan tahan) terhadap Fusarium
oxysporum, penyebab penyakit layu fusarium.

Semua template DNA S. plicata yang diuji, ternyata dapat diamplifikasi
dengan primer OPB_14 dan OPB_20. Hasil amplifikasi DNA PCR menunjukkan
bahwa planlet S. plicata yang moderat dan tahan pada AF 10, 20, 30 dan 40 ppm
terbentuk pita DNA baru. Pita-pita spesifik ini sebagai indikasi identifikasi



kultivar baru planlet S plicata tahan Fo. Dengan demikian, pita DNA dengan
ukuran 1400 bp (OPB_14) dan 1250 bp (OPB_20), dapat diprediksi sebagai
kandidat marker RAPD untuk ketahanan planlet S plicata terhadap Fo.

G. Analisisprofil protein planlet S. plicata dengan metode SDS-PAGE

Tanaman yang diperlakuan dengan AF, akan mengaktivasi gen-gen antara
lain gen peroksidase, glukanase, dan kitinase (Saravanan et al., 2004). Profil
protein didapatkan setelah crude extract protein (konsentrasi sekitar 10 ug) di
running dengan elektroforesis dalam vertikal gel 1D (SDS-PAGE) selama 2 jam,
dengan voltase 90 Volt. Pola pita protein yang terbentuk pada kandidat mutan
ternyata ada pita atau band yang berbeda dibandingkan dengan kontrol. Hal ini
terjadi pada semua sampel perlakuan AF konsentrasi 10, 20, 30 dan 40 ppm
(Gambar 13).

kb M SU:s SU SU, SUs SU;

40—
30—
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Gambar 19. Profil protein daun planlet S. plicata hasil pengimbasan asam fusarat
dengan metode SDS-PAGE 1D. M= Marker. SU3z, S U1, SUz, S3Us
S4Uo= kontrol, planlet S. plicata hasil pengimbasan AF 10 ppm, 20 ppm,
30 ppm, dan 40 ppm. Tandapanah ( €«=) = pita protein baru yang
terbentuk pada planiet S. plicata tahan Fo (x 19 kD)

Berdasarkan Gambar 12, ditemukan adanya ekspresi pita protein yang
berwarna lebih tebal dengan berat molekul (BM) sekitar 19 kD pada planlet
S plicata yang tercekaman AF. Berdasarkan analisis profil protein tersebut
mengindikasi bahwa planlet S. plicata yang diperlakuan AF konsentrasi 10, 20,
30, dan 40 ppm memberikan pita berbeda dibanding kontrol. Hal ini menunjukkan



bahwa AF memicu ekspresi gen peroksidase yang ada pada planlet, sehingga
aktivitasnya lebih tinggi dan pita protein terpulas lebih jelas.

Berdasarkan hal tersebut, diduga bahwa telah terjadi mutasi pada
promoternya sehingga pita dengan BM £ 19 kD tersebut dapat diindikasikan
sebagal marka planlet S plicata tahan Fo. Pengimbasan ketahanan planlet S
plicata dengan perlakuan AF, salah satu kemungkinan disebabkan oleh aktivasi
gen peroksidase yang mengkode enzim peroksidase dan berperan penting dalam
ketahanan terhadap Fo. Ha ini dapat dikaitkan dengan aktivitas enzim
peroksidase yang semakin meningkat sejalan dengan peningkatan konsentrasi AF
(Gambar 12).

Penelitian yang dilakukan oleh Kumari et al., (2006), pada tanaman
sorghum yang diinfeksi dengan Fusarium moniliforme, menyebabkan induksi
protein ketahanan dengan BM 18 kD dan 30 kD, dan diprediksi sebagai protein
peroksidase. Protein dengan BM 18,9 kD juga telah ditemukan oleh Ye & Ng
(2009), merupakan protein pengimbas antifungal dari biji takana jepang (Brassica
juncea var. integrifolia). Sementara Ye et al. (2011), menemukan protein
antifungal dengan BM 30 kD pada tanaman kubis merah (Brassica oleracea).
Ekspresi enzim peroksidase ini muncul sebagai salah satu mekanisme ketahanan
terhadap cekaman AF dan juga merupakan ketahanan terhadap jamur Fusarium
(Bouizgarne, 2006).



BAB 6. RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

Pelaksanaan kegiatan Penelitian Tahun | dimulai bulan Maret 2015 dan
telah berakhir pada bulan November 2015 dengan capaian 100% (seratus persen).
Hasil yang telah dicapai dalam Tahap | dapat diuraikan secara singkat sebagai
berikut.

HASIL PENELITIAN

Kisaran konsentrasi Asam Fusarat toleran untuk seleksi planlet S plicata
adalah 10-40 ppm. Secara in vitro penekanan jamur Fo menggunakan Asam
Fusarat konsentrasi 40 ppm lebih efektif dibandingkan dengan konsentrasi 10, 20
dan 30 ppm. Konsentrasi AF 40 ppm mampu mengimbas ketahanan yang paling
baik sehingga mampu menekan intensitas penyakit hingga 25%, dan menaikkan
kriteria ke tahan. Semakin meningkat konsentrasi Asam Fusarat maka meningkat
pula aktivitas enzim peroksidase dan ketebalan lignin pada planlet S. plicata tahan
Fo.

Pita DNA baru (spesifik) mempunyai ukuran bervariasi tergantung dari
primer yang digunakan. Pita DNA spesifik dengan ukuran 1400 bp (OPB_14) dan
1250 bp (OPB_20), dapat diprediksi sebagai kandidat marker RAPD untuk
ketahanan planlet S. plicata terhadap Fusarium oxysporum. Pita DNA spesifik
tersebut dapat dijadikan sebagai karakter untuk mengelompokkan dan
memisahkan planlet S. plicata yang tidak diimbas (kontrol) dan diimbas AF. Pita
protein (berat molekul £ 19 kD) pada SDS-PAGE 1D mengindikasi terbentuknya
ketahanan planlet S plicata terhadap Fusarium oxysporum. Protein dengan berat
molekul sekitar 19 kD tersebut diprediksi merupakan protein peroksidase, yang
berperan di dalam ketahanan terhadap Fusarium oxysporum.
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RINGKASAN

Penelitian Tahun | tentang Induced Resistance anggrek tanah
(Spathoglottis plicata Bl.) dengan asam fusarat (AF) telah dilakukan, dan
ditemukan indikasi konsentrasi AF toleran untuk seleksi planlet in vitro yang
tahan. Inokulasi isolat jamur Fusarium oxysporum (Fo) pada planlet tahan
dilakukan secara in vitro, dilanjutkan dengan analisis DNA dan profil protein dari
S. plicata yang tahan terhadap Fo, dibandingkan dengan kontrol.

Hasil dari penelitian Tahun | berupa Pita DNA baru (spesifik) yang

mempunyai ukuran 1400 bp (OPB_14) dan 1250 bp (OPB_20) dan diprediksi
sebagai kandidat marker RAPD untuk ketahanan planlet S. plicata terhadap Fo;
Pita protein baru (berat molekul + 19 kD) pada SDS-PAGE 1D mengindikasi
terbentuknya ketahanan planlet S. plicata terhadap Fo. Protein tersebut diprediksi
sebagai protein peroksidase, yang berperan di dalam ketahanan terhadap Fo.
Berdasarkan hasil penelitian tahap 1, selanjutnya perlu dikaji lebih mendalam
untuk memastikan apakah pita DNA baru (spesifik) tersebut benar-benar
merupakan protein peroksidase yang menyebabkan planlet mutan S. plicata tahan
terhadap penyakit layu Fusarium, yaitu dengan analisis sequencing.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa Kiriteria ketahanan planlet S. plicata pada
hari ke-28 (0 ppm) kontrol dan 10 ppm adalah rentan. Pada 20 ppm dan 30 ppm
moderat. Pada konsentrasi 40 ppm adalah tahan dengan intensitas penyakit hingga
0%. Planlet S. plicata yang tahan terhadap Fusarium oxysporum memiliki
karakter ekspresi yang berbeda dengan planlet yang tidak tahan terhadap
Fusarium oxysporum. Terjadi peningkatan aktivitas enzim peroksidase,
kandungan fenol, kandungan klorofil a, b, dan total indeks stomata dengan
semakin tinggi konsentrasi asam fusarat yang diberikan.

Pada semua perlakuan, amplifikasi daerah ITS rDNA terdeteksi pada pita
ukuran 700-800 bp. Berdasarkan perbandingan susunan basa nukleotida, setiap
kultivar mengalami mutasi baik pada daerah 18S, ITS 1, 5,8S, ITS2, maupun 26S
rDNA. Mutasi terjadi baik pada S. plicata yang diperlakukan dengan asam fusarat
konsentrasi 10, 20, 30, dan 40 ppm

Kata kunci : Mutan Spathoglottis plicata Bl.; ITS rDNA; Sequencing; Fusarium
oxysporum; in vivo



BAB 1. PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Anggrek merupakan tanaman berbunga yang mempunyai nilai ekonomi
cukup tinggi dan harganya relatif stabil. Anggrek tanah (Spathoglottis plicata Bl.)
merupakan salah satu tanaman anggrek yang banyak disukai karena mudah
dibudidayakan. Salah satu kendala yang dihadapi dalam budidaya anggrek tanah
adalah adanya jamur patogen yang dapat menyerang beberapa bagian tanaman
antara lain batang, daun, atau akar (Djatnika, 2012).

Layu Fusarium yang disebabkan oleh jamur Fusarium oxysporum (Fo)
merupakan penyakit penting dan menjadi salah satu kendala dalam kualitas dan
produksi tanaman anggrek, termasuk di dalamnya S. plicata (Palmer, 2011). Di
Amerika serikat, penyakit tersebut dapat menyebabkan kematian tanaman dan
kehilangan hasil lebih dari 50% dan sulit dikendalikan dengan hanya
menggunakan fungisida (Wedge & Elmer, 2008).

Di Indonesia, selama ini para petani anggrek masih menggunakan
pestisida sintetis untuk mengendalikan penyakit layu Fusarium tersebut. Pestisida
kerap menimbulkan polusi terhadap lingkungan padahal tanaman anggrek selalu
dekat secara fisik dengan penggemarnya, maka perlu dicari alternatif lain yang
efektif dan ramah lingkungan (Djatnika, 2012).

Salah satu alternatif cara pengendalian penyakit yang aman, efisien dan
efektif serta aman terhadap lingkungan, antara lain menggunakan varietas yang
tahan (resisten). Pengembangan kultivar S. plicata tahan Fo tersebut dapat
dilakukan antara lain dengan metode seleksi in vitro yaitu mengkulturkan eksplan
berupa jaringan atau organ pada medium yang mengandung asam fusarat
konsentrasi selektif (Bouizgarne et al., 2006)

Asam fusarat (AF) merupakan metabolit yang dihasilkan oleh beberapa
spesies jamur dari genus Fusarium. Secara kimia AF disebut 5-n-butylpicolinic
acid. 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).

Penggunaan AF sebagai agens penyeleksi dalam seleksi in vitro dapat
menghasilkan sel atau jaringan mutant yang insensitif terhadap AF, sehingga
setelah diregenerasikan menjadi tanaman dapat menghasilkan galur yang resisten
terhadap infeksi patogen (Arai dan Takeuchi, 1993). Identifikasi mutan atau
varian yang insensitif terhadap AF dengan seleksi in vitro pernah dilakukan pada
tanaman tomat (Toyoda et al., 1984), pisang (Morpurgo et al., 1994; Matsumoto
et al., 1995), gladiol (Remotti et al., 1997), nanas (Borras et al., 2001), dan vanili
(Nurcahyani et al., 2012; Nurcahyani, 2013; Nurcahyani et al., 2014). Hasil
penelitian para peneliti tersebut menunjukkan bahwa somaklonal dari hasil
regenerasi massa sel yang tahan terhadap toksin tersebut juga tahan terhadap
patogen, dan sifat ini diturunkan pada generasi berikutnya.

Berdasarkan penelitian tahap | diperoleh luaran berupa kandidat mutan
S. plicata tahan Fo. Kandidat mutan S. plicata tahan Fo yang tersebut, selanjutnya
perlu dikaji lebih mendalam untuk memastikan apakah pita DNA baru (spesifik)
tersebut benar-benar merupakan protein peroksidase yang menyebabkan planlet S.
plicata tahan penyakit layu fusarium, yaitu dengan analisis sequencing. Dengan
demikian kajian Penelitian Tahun Il adalah menganalisis sekuens daerah 1TS-1
dan ITS-2 rDNA mutan S. plicata tahan Fo.

Hasil penelitian Tahun | berupa Pita DNA baru (spesifik) yang
mempunyai ukuran 1400 bp (OPB_14) dan 1250 bp (OPB_20) dan diprediksi
sebagai kandidat marker RAPD untuk ketahanan planlet S. plicata terhadap Fo.
Pita DNA spesifik tersebut dapat dijadikan sebagai karakter untuk
mengelompokkan dan memisahkan planlet S. plicata yang rentan dan tahan Fo,
diperoleh pula pita protein (berat molekul + 19 kD) pada SDS-PAGE 1D yang
mengindikasi terbentuknya ketahanan planlet S. plicata terhadap Fo. Protein
dengan berat molekul sekitar 19 kD tersebut diprediksi merupakan protein
peroksidase, yang berperan di dalam ketahanan terhadap Fo.

Perspektif untuk memastikan pita protein £19 kD adalah protein

peroksidase, perlu dilakukan isolasi proteinnya, analisis basa asam aminonya



dengan aligment terhadap sequence protein peroksidase spesies lain, analisis
ekspresi gen transien dan atau analisis Western blot. Pada tingkat DNA dapat pula
dilakukan isolasi pita DNA baru (spesifik) tersebut dengan sequensing, dan
alligment dengan sequense gen peroksidase pada organisme atau spesies lain.
Apabila diperlukan pita baru tersebut dapat dianalisis dengan menggunakan probe
dalam Southern blot.



B. Tujuan Khusus
Tujuan khusus yang dicapai dalam penelitian ini adalah:
1. Mengetahui urutan basa nukleotida gen mutan S. plicata tahan Fo pada daerah
ITS-1 dan ITS-2 rDNA dengan analisis sequencing.
2. Mengetahui karakter dan uji ketahanan mutan S. plicata yang tahan Fo secara
in vivo sehingga diperoleh kriteria ketahanan dan karakter spesifik mutan S.

plicata tahan Fo.

C. Urgensi Penelitian

Rencana penelitian ini merupakan lanjutan dari penelitian tahun 1 (2015)
Hibah Penelitian Fundamental. Penelitian tahun Il ini sangat penting untuk
dilanjutkan dalam rangka mengetahui dan mengkaji lebih mendalam mutan S.
plicata tahan Fo yang dihasilkan pada penelitian Tahun | dan dampaknya secara
langsung terhadap lingkungan. Data awal dalam analisis dampak mutan S. plicata
terhadap lingkungan penting dilakukan karena data ini diperlukan dalam
menentukan kebijakan penggunaan varietas baru (mutan S. plicata tahan penyakit
layu Fusarium).

Hasil analisis molekular yang telah dicapai dalam penelitian Tahun |
adalah ditemukannya Pita DNA baru (spesifik) dengan ukuran 1400 bp (OPB_14)
dan 1250 bp (OPB_20). Pita baru tersebut dapat diprediksi sebagai kandidat
marker RAPD untuk ketahanan planlet S. plicata terhadap Fusarium oxysporum.
Pita protein baru (berat molekul + 19 kD) pada SDS-PAGE 1D mengindikasi
terbentuknya ketahanan planlet S. plicata terhadap Fusarium oxysporum. Protein
dengan berat molekul sekitar 19 kD tersebut diprediksi merupakan protein
peroksidase, yang berperan di dalam ketahanan terhadap Fusarium oxysporum.

Kandidat mutan S. plicata tahan Fo yang diperoleh pada penelitian Tahun
I, selanjutnya perlu dikaji lebih mendalam untuk memastikan apakah pita DNA
baru (spesifik) tersebut benar-benar merupakan protein peroksidase yang
menyebabkan planlet S. plicata tahan Fo yaitu dengan analisis sequencing.

Mutan S. plicata selanjutnya di aklimatisasi baik di rumah kasa maupun di

lapangan, dan dilanjutkan dengan analisis ketahanan dan makropropagasi.



Karakterisasi mutan berupa kerapatan stomata, kadar klorofil dan fenol total
dilakukan untuk memperoleh karakter spesifik mutan tahan Fo. Analisis dampak
terhadap lingkungan mutan S. plicata dilakukan pula untuk memperoleh data awal
dalam menentukan kebijakan penggunaan varietas baru. Apabila uji coba bibit S.
plicata mutan tahan F. oxysporum di lapangan tersebut berhasil, selanjutnya bibit
mutan diusulkan untuk dipatenkan, kemudian lisensinya ditawarkan ke
perusahaan swasta untuk diproduksi massal.

Hasil penelitian ini diharapkan dapat membantu masyarakat petani
anggrek pada khususnya dalam memperoleh bibit anggrek S. plicata yang tahan
penyakit layu Fusarium, sehingga nantinya diharapkan akan dapat meningkatkan
kembali kualitas, produksi, dan daya jual anggrek S. plicata serta pendapatan

petani anggrek di Indonesia.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

A. Ketahanan terimbas (induced resistance).

Pengendalian penyakit secara hayati dapat melalui interaksi antara
populasi patogen dan agens hayati baik secara langsung maupun tidak langsung.
Ketahanan terimbas bersifat tidak spesifik terhadap jenis patogen, sehingga dapat
lebih efisien dalam pelaksanaanya (Agrios 2005). 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 (Vidhyasekaran, 1997;
Agrawal et al., 1999; Lea & Leegood, 1999).

Enzim peroksidase (termasuk kelompok PR-protein) merupakan salah satu
senyawa yang dapat menggambarkan mekanisme ketahanan tanaman terhadap
infeksi patogen (Vidhyasekaran, 1999). Hal ini sudah diidentifikasi pada akar
tanaman pisang yang terinfeksi oleh Fusarium oxysporum f.sp cubense
(Saravanan et al., 2004), dan vanili yang terinfeksi oleh F.oxysporum f. sp.
vanillae (Nurcahyani, 2013).

Contoh aplikasi gen peroksidase yang diekspresikan dengan reporter gus
(6-glucuronidase) pada tomat (Lycopersicon esculentum) telah dilaporkan oleh
Medina (1999), demikian pula pada ketela rambat (Ipomoea batatas) (Jang et al.,
2004). Enzim peroksidase yang diinduksi oleh patogen berbagai tumbuhan juga
telah dilaporkan, misalnya pada mentimun (Cucumis sativus) (Alkahtani et al.,
2011), Eustoma grandiflorum (Popa et al., 2009), kacang tanah (Ye & Ng, 2002),
kacang kapri (Luhova et al., 2003), Phytolacca dioica L (Guida et al., 2010), dan
Nurcahyani (2013) pada vanili.

B. Tanaman Anggrek Tanah (Spathoglottis plicata Bl.)

Tanaman anggrek dikenal sebagai salah satu primadona tanaman unggul di
dunia. Salah satunya adalah Spathoglottis plicata Bl. (anggrek tanah). S. plicata
termasuk ke dalam familia Orchidaceae dan merupakan anggrek yang sangat



adaptif, dapat tumbuh baik di dataran rendah maupun tinggi. Disebut S. plicata

karena memiliki daun yang bergelombang (plicate leaf) (Anonymous, 2014).

T o e

Gambar 1. Bunga Spatoglottis plicata Bl. (Anonymous, 2014)
Anggrek S. plicata cocok digunakan sebagai tanaman model induksi

ketahanan (induced resistance) karena memiliki ciri-ciri antara lain: (1) mudah
didapat karena dapat tumbuh diberbagai ketinggian tempat, (2) dapat tumbuh
dengan cepat, dan (3) mudah dibudidayakan (Anonymous, 2013a). Spathoglottis
plicata memliki bunga yang berwarna ungu (Gambar 1) dan tumbuh pada tandan
yang terletak di antara daun. Fungsi tanaman ini biasanya untuk penutup tanah
dan sebagai point of interest jika ditanam secara merumpun (Anonymous, 2013b).

C. Penyakit Layu Fusarium

Fusarium oxysporum (Fo) patogen pada tanaman anggrek dapat bertahan
secara alami di dalam medium tumbuh dan pada akar-akar tanaman sakit. Apabila
terdapat tanaman peka, melalui akar yang luka dapat segera menimbulkan infeksi.
(Semangun, 2001; Hadisutrisno, 2004). Perakaran menjadi busuk dan dapat
meluas ke atas sampai ke pangkal batang. Jika akar rimpang dipotong akan
tampak bahwa epidermis dan hipodermis berwarna ungu, sedang phloem dan
xylem berwarna ungu merah jambu muda. Akhirnya seluruh akar rimpang menjadi
berwarna ungu (Semangun, 2001)

Fusarium oxysporum terkenal karena menyebabkan kondisi yang disebut
layu Fusarium, yang mematikan bagi tanaman. Pada saat tanaman menunjukkan
tanda-tanda gejala penyakit dari infeksi patogen, maka untuk pengendaliannya

sudah terlambat, dan tanaman akan mati(Djaenuddin, 2003)



D. Asam fusarat

Asam fusarat (AF) diketahui merupakan hasil metabolit sekunder yang
dihasilkan oleh jamur Fusarium heterosporum Nee. dan salah satu toksin yang
bertanggung jawab terhadap timbulnya gejala layu pada beberapa tanaman (Landa
et al., 2002).

Bouizgarne et al. (2006) menyatakan konsentrasi AF yang nontoksik (di
bawah 10° M) dapat mengimbas sintesis fitoaleksin, suatu bentuk tanggapan
tanaman untuk menghambat aktivitas patogen. Melalui metode ini telah banyak
dilakukan penelitian dan telah berhasil mendapatkan sifat ketahanan terhadap
penyakit layu Fusarium seperti pada pisang, gandum, dan anyelir. Penggunaan
AF sebagai agens penyeleksi dalam seleksi in vitro dapat menghasilkan sel atau
jaringan mutan yang insensitif terhadap AF, sehingga setelah diregenerasikan
menjadi tanaman dapat menghasilkan galur yang resisten terhadap infeksi

patogen.

E. Analisis Sequensing daerah ITS rDNA

Daerah Internal Transcribed Spacer (ITS) nuklear ribosomal DNA
(rDNA) adalah bahan genetik nonstruktural, berada di daerah gen 18S; 5,8S dan
28S r DNA. Daerah ITS-1 berada antara gen 18S dab 5,8S, sedangkan ITS-2
antara gen 5,8S dan 28S. Daerah ITS ini secara umum merupakan daerah yang
bersifat conserve dalam species, sehingga dapat menjadi pembeda antar species
atau marga. (Brinegar, 2009).

Teknik ini berdasarkan pada reaksi polimerasi barantai (PCR) dengan
primer tertentu yaitu forward (F) dan reverse (R) (Baldwin et al., 1995; Baldwin
& Markos, 1998). Penelitian tentang identifikasi strain tanaman alga Porphyra
haitanensis Chang et Sheng (Bangiales, Rhodophyta) melalui penanda molekular
ITS-5,8S rDNA telah dilakukan. Penanda ITS rDNA dapat mengidentifikasi 10
strain dari species alga tersebut (Chen et al., 2010). Penelitian tentang divergensi
jamur Waitea circinata var. circinata pada wilayah distribusi geografi di Amerika
pada annual bluegrass, dengan penanda sekuen daerah ITS rDNA telah

dilakukan. Dari penelitian ini diketahu bahwa W. Circinata var. circinata



memiliki divergensi patogen yang tinggi berkaitan dengan adaptasinya terhadap
annual bluegrass di berbagai habitat di Amerika serikat (Chen et al., 2009).

F. Uji Adaptasi Dan Uji Observasi Untuk Calon Varietas Unggul

Analisis dampak terhadap lingkungan mutan S. plicata dilakukan untuk
memperoleh data awal dalam menentukan kebijakan penggunaan varietas baru.
Tata kerja diatur dalam Peraturan Menteri Pertanian Republik Indonesia Nomor
61/Permentan/Ot.140/10/2011 Tentang Pengujian, Penilaian, Pelepasan dan
Penarikan Varietas (Anonymous, 2010).

Bibit unggul bermutu memiliki peranan yang utama dalam proses
budidaya dan dituntut memiliki mutu fisiologis, mutu fisik dan genetis yang
sesuai standar agar hasil produksi dari tanaman sesuai dengan yang diharapkan.
Varietas unggul adalah varietas yang telah dilepas oleh pemerintah yang
mempunyai kelebihan dalam potensi hasil dan/atau sifat-sifat lainnya. Suatu jenis
tanaman memiliki potensi genetik yang disebut plasma nutfah, yang dapat
dimanfaatkan untuk pengembangan/menciptakan jenis unggul atau varietas baru.
Untuk menghasilkan bibit dengan varietas unggul, perlu diselenggarakan kegiata%
eksplorasi dan inventarisasi plasma nutfah dan pemuliaan tanaman maupun
kegiatan lain yang berkaitan dengan upaya untuk menemukan jenis baru serta
varietas unggul. Calon varietas unggul dapat berasal dari varietas baru berupa
galur, hibrida, mutan, transgenik ataupun varietas lokal yang mempunyai potensi
hasil tinggi (Marzuki, 2014).

Seleksi dan uji observasi adalah dasar pembentukan varietas pada tanaman
perkebunan (Marzuki, 2014). Sebelum bibit bisa disebarluaskan atau menjadi
produk komersial dilakukan berbagai pengujian seperti uji adaptasi atau uji
observasi. Hal ini diatur melalui UU No. 12 tahun 1992 ,PP No.44 tahun 1995 dan
Peraturan Menteri Pertanian No. 61/Permentan/OT.140/8/2011.

Uji Adaptasi adalah kegiatan uji lapang di beberapa agroekologi bagi
tanaman semusim, untuk mengetahui keunggulan dan interaksi varietas terhadap
lingkungan. Uji adaptasi ini merupakan salah satu cara untuk menilai kelayakan

suatu varietas untuk dapat dilepas secara resmi kepada masyarakat pengguna.



G. Hasil penelitian Tahun |
Hasil penelitian yang sudah dicapai pada tahun | adalah diperolehnya mutan
S. plicata tahan penyakit layu fusarium, dengan kesimpulan sebagai berikut.

1. Kisaran konsentrasi Asam Fusarat toleran untuk seleksi planlet S. plicata
adalah 10-40 ppm

2. Secara in vitro penekanan jamur Fo menggunakan Asam Fusarat
konsentrasi 40 ppm lebih efektif dibandingkan dengan konsentrasi 10, 20
dan 30 ppm, konsentrasi AF 40 ppm mampu mengimbas ketahanan yang
paling baik sehingga mampu menekan intensitas penyakit hingga 25%, dan
menaikkan kriteria ke tahan

3. Semakin meningkat konsentrasi Asam Fusarat maka meningkat pula
aktivitas enzim peroksidase dan ketebalan lignin pada planlet S. plicata
tahan Fo.

4. Pita DNA baru (spesifik) mempunyai ukuran bervariasi tergantung dari
primer yang digunakan. Pita DNA spesifik dengan ukuran 1400 bp
(OPB_14) dan 1250 bp (OPB_20), dapat diprediksi sebagai kandidat marker
RAPD untuk ketahanan planlet S. plicata terhadap Fusarium oxysporum.
Pita DNA spesifik tersebut dapat dijadikan sebagai karakter untuk
mengelompokkan dan memisahkan planlet S. plicata yang tidak diimbas
(kontrol) dan diimbas AF. Pita protein (berat molekul £19 kD) pada SDS-
PAGE 1D mengindikasi terbentuknya ketahanan planlet S. plicata terhadap
Fusarium oxysporum. Protein dengan berat molekul sekitar 19 kD tersebut
diprediksi merupakan protein peroksidase, yang berperan di dalam

ketahanan terhadap Fusarium oxysporum.



BAB Ill. METODE PENELITIAN
Berikut ini diuraikan metode penelitian dari tahap kegiatan penelitian
Tahun I1.
1. Polymerase Chain Reaction (PCR) daerah ITS rDNA mutan S. plicata
tahan Fo
DNA yang digunakan dalam penelitian ini, adalah hasil dari isolasi DNA
S. plicata pada Tahun | dengan analisis RAPD.
a. Dibuat campuran PCR dengan total 25 pl di dalam tabung 200 pl dengan
komposisi seperti Tabel 1.
Tabel 1. Komposisi Premix PCR untuk daerah ITS rDNA

Senyawa Total 25 pl (ul) Keterangan
KAPPA2G Fast ReadyMix 22,0  Prosedur KAPPA2G Fast ReadyMix
Primer forward 1,00 Konsentrasi 100 uM
Primer reverse 1,00 Konsentrasi 100 uM
DNA 1,00 Konsentrasi 10 ng
Jumlah 25,00

b. Primer ITS DNA yang digunakan yaitu primer forward dengan susunan
nukleotida 5-GATCGCGGCGGCGACTTGGGCGGTTC-3 (F1), dan
primer reverse dengan susunan nukleotida 5-
GGTAGTCCCGCCTGACCTGGG-3 (R1) (Ming Li et al., 2011).

c. Selanjutnya premix di amplifikasi dengan mesin PCR (GeneAmp 2400).
Kondisi reaksi untuk pelaksanaan proses PCR-RAPD mengikuti metode
Williams et al. (1990) yang dimodifikasi. Kemudian dilakukan
elektroforesis. Selanjutnya di running pada tegangan 100 volt selama
kurang lebih 30 menit.Visualisasi band ITS rDNA target dilakukan
dengan menggunakan UV transiluminator dan band yang muncul difoto
dibandingkan dengan DNA Ladder.

d. Dikirimkan produk PCR yang memiliki band ITS rDNA target antara
700-800 bp positif, ke 1% based Singapura sebanyak 55 ul untuk
dilakukan sequencing daerah 18 S ITS-1; 5,8S ITS-2 dan 28S rDNA.

e. Dilakukan sequencing untuk mengetahui urutan basa nukleotida gen 18 S
ITS-1; 5,8S ITS-2 dan 28S rDNA. Sequencing DNA menghasilkan 2

sequence. Analisis menggunakan program Sequence Scanner version 1.0.



Gabungan kedua sequence menggunakan editSeq dan SegMan dalam
Software Suite for Sequence Analysis DNASTAR Lasergene DM version
3.0.25. Pembanding untuk penanda ITS rDNA adalah S. plicata dari
GenBank.

2. Aklimatisasi mutan S. plicata tahan Fo dan analisis ketahanan mutan
S. plicata tahan Fo secara in vivo.
Aklimatisasi dilakukan dengan memindahkan planlet ke dalam polybag dan di
aklimatisasikan selama 2 minggu di greenhouse. Inokulasi dilakukan menurut
teknik Hadisutrisno (1995). Inokulasi Fo dilakukan secara langsung pada S.
plicata. Mikrokonidium jamur Fo dengan kerapatan spora 1,7 x 10* per mL
diteteskan pada daun 1-2 tetes. Kemudian diinkubasikan selama 24 jam.
Pengamatan dilakukan mulai hari ke-3 setelah inokulasi selama 4 minggu.
Intensitas penyakit dihitung berdasarkan indeks kelayuan menurut He et al.
(2002) yang telah dimodifikasi. Tingkat ketahanan tanaman ditentukan

berdasarkan skoring dengan mengacu pada ketentuan Wibowo (2002).

3. Analisis Klorofil, Fenol total dan Kerapatan Stomata
Analisis Kklorofil dengan menggunakan metode Harbourne (1987) dengan
spektrofotometer. Kadar klorofil dihitung dengan menggunakan rumus:
Klorofil total = 17,3 Xess+ 7,18 Az mg/L; Klorofil a = 12,21 Agez — 2,81 Aess
mg/L; Klorofil b= 20,13 Agss — 5,03 Agez mg/L. Analisis senyawa fenol total
menggunakan metode Singleton & Rossi (Aberouman & Deokule, 2008).
Bahan untuk analisis senyawa fenol menggunakan daun mutan S. plicata.
Asam galat digunakan sebagai larutan standar. Ekstrak planlet disiapkan
menurut metode Ozygi et al. (2007). Pengukuran fenol total menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 765 nm. Kadar senyawa fenol total
berdasarkan persamaan regresi asam galat yaitu hubungan antara nilai serapan
ekstrak daun S. plicata dan seri kepekatan asam galat. Kerapatan Stomata
menggunakan metode dari Ruzin (1999). Dibuat potongan-potongan segi

empat dari daun mutan S. plicata dengan sisi £ 5 mm dan dimasukkan ke



dalam tabung berisi larutan kloralhidrat dalam air (5:1). Tabung dipanasi
dalam waterbath selama + 10-15 menit hingga potongan daun tersebut
transparan. Potongan daun diletakkan dalam larutan khloralhidrat pada gelas
benda. Permukaan yang ada stomatanya diletakkan disebelah atas, kemudian
ditutup dengan gelas penutup. Preparat diamati pada 5 bagian daerah yang
berlainan. Tiap sel epidermis (E) ditandai dengan (x), tiap stoma (S) ditandai
dengan (O). Kerapatan stomata merupakan jumlah stomata persatuan luas

daerah pengamatan. Hasil akhir adalah rata-rata dari 5 buah pengamatan.

. Analisis dampak terhadap lingkungan

Analisis dampak terhadap lingkungan mutan S. plicata dilakukan untuk

memperoleh data awal dalam menentukan kebijakan penggunaan varietas baru

yang tata Kkerjanya diatur dalam Peraturan Menteri Pertanian Republik

Indonesia Nomor 61/Permentan/Ot.140/10/2011: Tentang Pengujian,

Penilaian, Pelepasan dan Penarikan Varietas.

a. Uji adaptasi adalah kegiatan uji lapang dibeberapa agroekologi bagi
tanaman, untuk mengetahui keunggulan dan interaksi varietas terhadap
lingkungan.

b. Uji observasi adalah kegiatan uji lapang tanaman untuk mengetahui sifat
sifat unggul dan daya adaptasi varietas terhadap lingkungan pada beberapa

agroekologi



Tahapan penelitian Tahun Il disajikan dalam bentuk bagan alir seperti

tercantum dalam Gambar 4.

Penelitian 1 ﬂ

4

4

Analisis Segencing daerah
ITS-1 dan ITS-2 rDNA dan
protein peroksidase mutan
S. plicata tahan Fo

4

Terjadi perubahan urutan
basa nukleotida pada daerah
ITS-1 dan ITS-2 rDNA
mutan S. plicata tahan Fo

Urutan basa nukleotida
pada daerah ITS-1 dan ITS-
2 rDNA mutan S. plicata
tahan Fo

Penelitian 2

Aklimatisasi mutan Planlet mutan S. plicata Planlet mutan S. plicata

S. plicata tahan Fo di rumah =) tahan Fo dapat beradaptasi di = tahan Fo yang mempunyai
baru (in vivo)

Penelitian 3 ﬂ'

Analisis ketahanan & S. plicata mutan yang tahan Terbentuknya ketahanan

makropropagasi mutan S. —=p| tidak menunjukkan gejala —=p| padamutan S. plicata tahan

plicata tahan Fo secara in penyakit layu Fusarium Fo secara in vivo

Vvivo

Penelitian 4 ﬂ'

Karakterisasi mutan S. Munculnya karakter spesifik Terdapat sifat spesifik

plicata: peningkatan = mutan: peningkatan [=| mutan: peningkatan

kerapatan stomata, kadar kerapatan stomata, kadar kerapatan stomata, kadar

fenol dan klorofil fenol dan klorofil fenol dan klorofil

Penelitian 5

Analisis dampak terhadap Diperoleh data awal hasil uji Terdapat data awal dampak

lingkungan: Uji observasi observasi & adaptasi mutan mutan tahan Fo thd lingk:

dan adaptasi mutan S. = | S. plicata tahan Fo terhadap  [=>| untuk menentukan

plicata tahan Fo terhadap lingkungan kebijakan penggunaan

lingkungan varietas baru

Gambar 4. Bagan Alir Tahapan Penelitian Tahun |1

Analisis data

Data yang diperoleh dari penelitian ini berupa data kualitatif dan data

kuantitatif. Data kualitatif disajikan dalam bentuk deskriptif komparatif dan di

dukung foto. Data kuantitatif ditabulasi dengan faktor konsentrasi yang berbeda




dan 5 ulangan mutan S. plicata dibandingkan kontrol.

Analisis data pada penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL), sedangkan data kuantitatif dari setiap parameter dianalisis dengan
menggunakan Analisis Ragam (Analysis of Variance) dengan tingkat kepercayaan
95%. Apabila ada beda nyata dilanjutkan dengan Uji Jarak Berganda atau DMRT
(Duncan Multiple Range Test) pada taraf kepercayaan 95% (Gomes & Gomes,
1984).

LUARAN ATAU HASIL

Luaran atau hasil yang diharapkan dari penelitian Tahun Il adalah (1) Mutan
anggrek S. plicata tahan terhadap Fusarium oxysporum (2) Publikasi ilmiah
berupa artikel ilmiah yang dipaparkan pada Seminar Nasional, International dan

Jurnal International. Publikasi disebarluaskan melalui media jurnal/seminar

sebagai berikut:

Spathoglottis plicata
Bl. Plantlet Toward to
Fusarium oxysporum

No | Jenis Publikasi Judul Publikasi Nama Jurnal/Seminar/Penerbit
1 | Jurnal Analysis of Peroxidase | International Journal of Applied
Internasional Activity and Total Agricultural Sciences. ISSN: 2469-
Phenol from 7877 (Print); ISSN: 2469-7885

(Online).
http://www.sciencepublishinggroup.co
m/j/ijaas

2 | Symposium
International

Induce Resistance of
Spathoglottis plicata
Toward to Fusarium
oXysporum

International Wildlife Symposium 2016
(IWS 2016). Lampung University,
October 18-20, 2016.

3 Seminar
Nasional

Analisis Lignin dan
Indeks Stomata
Anggrek Tanah
(Spathoglottis plicata)
Hasil Induced
Resistance Terhadap
Fusarium oxysporum
Secara In Vitro.

Prosiding SEMIRATA 2016 Bidang
MIPA BKS-PTN Wilayah Barat 22-24
Mei 2016. ISBN: 978-602-71798-1-3.
Pp: 2243-2247



http://www.sciencepublishinggroup.com/j/ijaas
http://www.sciencepublishinggroup.com/j/ijaas

BAB V. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini terdiri dari hasil uji ketahanan planlet S. plicata terhadap
Fo serta analisis aktivitas enzim peroksidase, kandungan total fenol, kandungan
klorofil dan indeks stomata. Berikut pengamatan yang telah dilakukan dan
pembahasan terhadap parameter seleksi anggrek S. plicata dengan AF dan

ketahanan anggrek S. plicata terhadap Fo disajikan sebagai berikut.

A. Pengujian Ketahanan Planlet Spathoglottis plicata terhadap Fusarium

oxysporum secara In Vitro

Seleksi ketahanan S. plicata terhadap F. oxysporum dilakukan secara
langsung pada planlet dalam botol kultur dengan menginokulasikan secara
langsung 1-2 tetes mikrokonidium F. oxysporum dengan kerapatan spora 1,7 x 10*
per mL mikrokonidium pada planlet secara in vitro. Planlet yang telah diinokulasi

F. oxysporum diinkubasi pada suhu kamar (25°C) selama 24 jam
(Hadisutrisno, 1995). Perlakuan inokulasi dilakukan secara in vitro sehingga
kondisi lingkungan bisa terjaga. Planlet S. plicata umur satu hari setelah

diinokulasi dengan Fo disajikan pada Gambar 5.



Gambar 5. Planlet S. plicata yang ditanam pada medium VW pada berbagai konsentrasi
satu hari setelah inokulasi Fo. A= kontrol (0 ppm), B= konsentrasi AF (10
ppm), C= konsentrasi AF (20 ppm), D= konsentrasi AF (30 ppm), dan E=
konsentrasi AF (40 ppm).

Hasil pengamatan terhadap gejala kelayuan pada daun planlet yang dilakukan
setiap hari selama 4 minggu menunjukkan adanya gejala layu pada planlet
anggrek S. plicata di dalam botol kultur. Selanjutnya, berdasarkan skoring
terhadap gejala layu atau kuning yang muncul dapat ditentukan intensitas penyakit
dan kriteria ketahanan pada planlet yang telah diinokulasi dengan  F. oxysporum
secara in vitro Wibowo (2002). Intensitas penyakit hasil uji ketahanan S. plicata
disajikan dalam Tabel 4.

Selanjutnya, berdasarkan skoring terhadap gejala layu atau kuning yang
muncul dapat ditentukan intensitas penyakit (IP) dan kriteria ketahanan masing-
masing perlakuan Wibowo (2002). Intensitas penyakit hasil uji ketahanan S.
plicata disajikan dalam Tabel 4.



Tabel 4. Intensitas penyakit hasil uji ketahanan Spathoglottis plicata pada
setiap perlakuan AF

Perlakuan Hari Pengamatan
4 12 20 28

IP Kriteria IP Kriteria IP Kriteria IP Kriteria

(%) Ketahanan | (%) | Ketahanan | (%) | Ketahanan | (%) Ketahanan
Kontrol 33% | Moderat 83% | Rentan 91% | Rentan 91% | Rentan
10 ppm 0% Tahan 33% | Moderat 66% | Rentan 83% | Rentan
20 ppm 0% Tahan 0% | Tahan 33% | Moderat 33% Moderat
30 ppm 0% Tahan 0% | Tahan 0% | Tahan 33% Moderat
40 ppm 0% Tahan 0% | Tahan 0% | Tahan 0% Tahan

Keterangan : IP = Intensitas Penyakit

Data pada Tabel 4 menunjukkan bahwa kriteria ketahanan pada planlet hasil
perlakuan kontrol dan pemberian asam fusarat 10 ppm menghasilkan kriteria
ketahanan planlet yang rentan dengan intensitas penyakit mencapai 91% dan 83%,
tetapi intensitas penyakit tertinggi ditunjukkan oleh planlet dari perlakuan kontrol
yaitu 91%. Pada perlakuan pengimbasan dengan asam fusarat pada konsentrasi 20
dan 30 ppm menghasilkan planlet yang memiliki intensitas penyakit mencapai
33%, sehingga kriteria ketahanannya adalah moderat. Pada perlakuan
pengimbasan asam fusarat 40 ppm tidak terdapat gejala serangan penyakit (IP =
0%) sehingga kriteria ketahanan planlet adalah tahan.

Berdasarkan data intensitas penyakit dan ketahanan di atas dapat diketahui
bahwa perlakuan asam fusarat 40 ppm mampu mengimbas ketahanan yang paling
baik sehingga dapat menekan intensitas penyakit hingga 0% dan menaikkan
kriteria menjadi tahan. Planlet S. plicata yang telah diinokulasi Fusarium

oxysporum pada hari pengamatan ke-28 disajikan pada Gambar 6.




Gambar 6. Planlet S. plicata yang ditanam pada medium VW pada berbagai konsentrasi
hari ke-28 setelah inokulasi Fo.
A= planlet S. plicata kontrol,
B=planlet S. plicata hasil pengimbasan asam fusarat 10 ppm,
C=planlet S. plicata hasil pengimbasan asam fusarat 20 ppm,
D= planlet S. plicata hasil pengimbasan asam fusarat 30 ppm
E=planlet S. plicata hasil pengimbasan asam fusarat 40 ppm

B. Karakterisasi Planlet Spathoglottis plicata Bl

Karakter planlet S. plicata yang berhubungan dengan ketahanannya terhadap F.
oxysporum antara lain dapat ditinjau dari aktivitas enzim peroksidase, ketebalan
lignin, fenol total, kandungan klorofil total, klorofil a klorofil b, dan indeks
stomata.

1. Analisis Aktivitas Enzim Peroksidase

Aktivitas peroksidase sebagai mekanisme ketahanan planlet
S. plicata terhadap F. oxysporum telah diukur menggunakan metode
Saravanaan et al. (2004). Hasil analisis aktivitas enzim peroksidase dalam

penelitian ini disajikan pada Tabel 5.



Tabel 5. Aktivitas enzim peroksidase planlet S. plicata hasil pengimbasan

asam fusarat

Konsentrasi Asam Fusarat Aktivitas Enzim Peroksidase
(ppm biv) (unit/mg/menit)
0 (Kontrol) 0,183 + 1.1773E-03°
10 0,279 + 2.0320E-03 °
20 0,413 + 2.2300E-04 °
30 0,440 + 7.5100E-04 °
40 0,536 + 2.8933E-04 °

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda
nyata pada derajat kepercayaan 95% BNT
Berdasarkan Tabel 5. di atas dapat diketahui bahwa pemberian AF
pada medium kultur meningkatkan aktivitas enzim peroksidase. Aktivitas
enzim peroksidase tertinggi diperoleh dari perlakuan pengimbasan asam

fusarat 40 ppm.

Analisis Fenol Total

Penambahan kandungan fenol total pada planlet S. plicata hasil
pengimbasan AF yang di inokulasikan F. oxysporum juga merupakan salah
satu indikator adanya mekanisme ketahanan secara in vitro. Pengukuran
kadar fenol total pada planlet S. plicata menggunakan metode Aberouman
and Deokule (2008). Hasil dari pengukuran kurva standar asam galat
diperoleh persamaan garis regresi linier y = 0.001x + 0.002 dan memiliki
nilai kolerasi (R* = 0.998) yang menunjukkan keragaman antara
konsentrasi asam galat dengan absorbansi bersifat homogen. Berdasarkan
kurva standar asam galat tersebut maka dapat dicari kadar fenol total dari

masing-masing perlakuan berdasarkan persamaan garis regresinya Tabel 7.



Tabel 7 Kadar fenol total (%) planlet S. plicata hasil pengimbasan
asam fusarat

Perlakuan Rata—rata Kandungan fenol total (%o)
0 ppm 10,13 + 4.1111E-02°
10 ppm 27,19 + 1.2287E-01°
20 ppm 31,33 £ 5.2689E-01 °
30 ppm 34,93 + 3.0111E-01 ¢
40 ppm 35,53 + 4.1111E-02 ¢

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak
berbeda nyata pada derajat kepercayaan 95% BNT

Pada Tabel 7 di atas terlihat peningkatan kadar fenol total dari sekitar 10,13 %
pada kontrol, meningkat menjadi 27.19% pada perlakuan AF 10 ppm, diikuti
31.33% pada 20 ppm, 34.93% pada 30 ppm dan 35,53% pada 40 ppm.
Peningkatan fenol total sejalan dengan semakin meningkatnya konsentrasi AF.
Vidhyasekaran (1997) berpendapat, bahwa salah satu parameter terjadinya
peningkatan ketahanan tanaman terhadap patogen adalah meningkatnya

senyawa fenol.

. Analisis Kandungan Klorofil

Pengaruh pengimbasan asam fusarat (AF) terhadap planlet anggrek tanah dapat
diketahui terhadap kandungan klorofilnya. Kandungan klorofil diamati pada
daun planlet anggrek tanah yang diimbas dengan AF maupun kontrol. Metode
analisis klorofil yang digunakan adalah metode Harboune (1987). Kandungan
klorofil pada daun planlet anggrek tanah yang di tanam pada medium Vacin &
Went (VW) dengan penambahan berbagai konsentrasi AF di sajikan pada
Tabel 8.



Tabel 8. Kandungan klorofil daun planlet S. plicata hasil pengimbasan

asam fusarat

Perlakuan | Kandungan Klorofil a Kandungan Klorofil b | Kandungan Klorofil total
(ppm) (mg/g Jaringan) (mg/g Jaringan) (mg/g Jaringan)

0 (Kontrol) | 1,722 + 1.1309E-02 ® 0,585 + 2.5537E-02% | 2,309 + 2.7503E-02 °

10 2,157 + 4.7393E-02° | 1,470 + 1.3237E-02 % | 3,625 + 1.0504E-01°

20 2,834 +5.8198E-03 © 2,582 + 1.8300E-03° | 5,413 + 8.1599E-03 °

30 3,297 + 2.9527E-04 ¢ 3,966 + 9.1400E-03° | 7,258 + 6.1367E-03°

40 3,957 + 1.8898E-02 ° 5,642 + 3.6749E-01¢ | 9,592 + 2.2269E-01°

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada derajat
kepercayaan 95% BNT

Berdasarkan Tabel 8 di atas dapat diketahui adanya peningkatan kandungan
klorofil a, klorofil b dan klorofil total pada planlet anggrek tanah. Peningkatan
kandungan klorofil pada planlet anggrek tanah seiring dengan meningkatnya
konsentrasi asam fusarat yang diberikan. Uji BNT pada taraf nyata 5%
menunjukkan bahwa kandungan klorofil a, klorofil b dan klorofil total daun
planlet anggrek tanah pada perlakuan konsentrasi AF 40 ppm lebih tinggi dari

pada seluruh perlakuan lainnya.

4. Analisis Indeks Stomata
Indeks stomata planlet anggrek tanah dengan berbagai konsetrasi asam
fusarat yang di tanam pada medium Vacin & Went (VW) di sajikan pada
Tabel 9.




Tabel 9. Indeks stomata planlet S. plicata hasil pengimbasan AF

Asam Iéﬁ::far:tzgsm b/v) Analisis Stomata
Kontrol (0 ppm) 5,32 + 3.1867E-02 ®
10 7,38 + 1.1000E-03 °
20 8,62 + 4.7270E-01 ©
30 11,66 + 1.9733E-02°
40 13,40 + 1.1633E-02°

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata
pada derajat kepercayaan 95% BNT

Tabel 9 di atas, menunjukkan adanya peningkatan indeks stomata dari
sekitar 5,32% pada kontrol, menjadi 7,38% pada perlakuan AF 10 ppm,
diikuti 8,62% pada perlakuan AF 20 ppm, 11,66% pada perlakuan AF 30
ppm, dan pada konsentrasi AF 40 ppm menghasilkan indeks stomata
13,40%.

Analisis Sequencing daerah ITS-1 dan ITS-2 rDNA mutan S. plicata
tahan Fo

Daerah Internal Transcribed Spacer (ITS) nuklear ribosomal DNA
(rDNA) adalah bahan genetik nonstruktural, berada di daerah gen 18S;
5,8S dan 28S r DNA. Daerah ITS-1 berada antara gen 18S dab 5,8S,
sedangkan ITS-2 antara gen 5,8S dan 28S. Daerah ITS ini secara umum
merupakan daerah yang bersifat conserve dalam species, sehingga dapat
menjadi pembeda antar species atau marga. (Brinegar, 2009). Teknik ini
berdasarkan pada reaksi polimerasi barantai (PCR) dengan primer tertentu
yaitu forward (F) dan reverse (R) (Baldwin et al., 1995; Baldwin &
Markos, 1998).

Sampel S. plicata yang digunakan untuk penanda molekular dengan
analisis ITS DNA, yaitu yang mewakili pada analisis RAPD (Tahun 1).



Ampilfikasi daerah ITS dilakukan dengan menggunakan pasangan primer
Fl (5’GATCGCG GCGGCGACTTGGGCGGTT-3’) sebagai primer
forward dan R1 (5’-GGTAGTCCCGCCTG ACCTGGG-3’) sebagai
primer reverse (Mueller et al., 2008).

Pada semua perlakuan, amplifikasi daerah ITS rDNA terdeteksi pada
pita ukuran 700-800 bp. Hal tersebut sesuai dengan analisis dengan metoda
ITS rDNA, yang telah dilakukan oleh peneliti terdahulu pada tumbuhan
berbiji (Baldwin & Markos, 1995; Baidwin et al., 1998; Chase et al.,
2005).

Berdasarkan perbandingan susunan basa nukleotida, setiap Kkultivar
mengalami mutasi baik pada daerah 18S, ITS 1, 5,8S, ITS2, maupun 26S
rDNA. Mutasi terjadi baik pada S. plicata yang diperlakukan dengan asam
fusarat konsentrasi 10, 20, 30, dan 40 ppm. Adanya mutasi pada S. plicata
perlakuan dapat disebabkan karena semula melalui persilangan alami,
kemudian diikuti oleh pemilihan ragam oleh pemulia tanaman. Dapat pula

terjadi karena pengaruh perbedaan faktor lingkungan di habitat.



BAB VII. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil yang sudah dicapai dalam penelitian ini, dapat disimpulkan
sebagai berikut.
. Kriteria ketahanan planlet S. plicata pada hari ke-28 (0 ppm) kontrol dan 10 ppm
adalah rentan. Pada 20 ppm dan 30 ppm kriteria ketahanannya yaitu moderat.
Pada konsentrasi 40 ppm kriteria ketahanannya adalah tahan dengan intensitas
penyakit hingga 0%
. Planlet S. plicata yang tahan terhadap Fusarium oxysporum memiliki karakter
ekspresi yang berbeda dengan planlet yang tidak tahan terhadap Fusarium
oxysporum.
Terjadi peningkatan aktivitas enzim peroksidase pada planlet yang tahan terhadap
Fusarium oxysporum dibandingkan kontrol. Hal tersebut berbanding lurus dengan
semakin tinggi konsentrasi asam fusarat yang diberikan semakin meningkat
aktivitas enzim peroksidase.
. Terjadi peningkatan kandungan fenol pada planlet yang tahan terhadap Fusarium
oxysporum dibanding kontrol
Kandungan klorofil a, b, dan total pada daun planlet yang tahan terhadap
Fusarium oxysporum mengalami peningkatan dibandingkan kontrol dengan
semakin tinggi konsentrasi asam fusarat yang diberikan.
Indeks stomata pada daun planlet S. plicata yang tahan terhadap Fusarium
oxysporum mengalami peningkatan dibandingkan daun planlet yang tidak tahan
terhadap Fusarium oxysporum.
. Pada semua perlakuan, amplifikasi daerah ITS rDNA terdeteksi pada pita ukuran
700-800 bp. Berdasarkan perbandingan susunan basa nukleotida, setiap kultivar
mengalami mutasi baik pada daerah 18S, ITS 1, 5,8S, ITS2, maupun 26S rDNA.
Mutasi terjadi baik pada S. plicata yang diperlakukan dengan asam fusarat
konsentrasi 10, 20, 30, dan 40 ppm
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IDENTITASDAN URAIAN UMUM

1. Judul Pendlitian:  Perakitan Varietas Unggul Vanili (Vanilla planifolii
Andrews) Tahan Penyakit Layu Fusarium Berbasis
Teknik Molekular dan Induced Resistance dengan Asam
Fusarat

2. Objek Pendlitian (jenis material yang akan diteliti dan segi penelitian):
Mutan Vanilla planifolia Andrews, Asam fusarat, Fusarium oxysporum f. sp.
vanillae (Jenismaterial yang akan diteliti), Teknik molekular berupaanalisisDNA
menggunakan probe dalam Southern Blot, serta analisis enzim peroksidase mutan
vanili tahan penyakit layu Fusarium (Segi penelitian).

3. Masa Pelaksanaan
Mulai : April 2022
Berakhir : September 2022

4. Usulan Biaya: Rp. 50.000.000,-

5. Lokas Penedlitian (lab/studio/lapangan):
Laboratorium Botani ruang In Vitro dan Rumah Kasa, Jurusan Biologi, FMIPA
Universitas Lampung; Laboratorium Rekayasa Genetika, Pusat Studi
Bioteknologi, UGM; UPT Laboratoium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi,
Universitas Lampung.

6. Instans lain yang terlibat (jika ada, dan uraikan apa kontribusinya)
Universitas Gadjah Mada, terutama Pusat Studi Bioteknologi, Laboratorium
Rekayasa Genetika. Kontribusi dari instans tersebut berperan dalam menganalisis
bidang molekular yaitu analiss DNA menggunakan probe dalam Southern Blot
mutan Vanilla planifolia Andrews. Kerjasama ini akan diwujudkan dengan
melibatkan seorang staf teknisi padainstansi tersebut.

7. Kontribus mendasar pada suatu bidang ilmu (uraikan tidak Iebih dari 50
kata, tekankan pada gagasan fundamental dan orisinal yang akan mendukung
pengembangan iptek)

Teori mekanisme I nduce Resistance vanili terhadap Fusarium oxysporum f. sp.
vanillae berdasarkan analisis DNA probe dalam Southern Blot, dapat diketahui
keberadaan dan ukuran gen yang menjadi mutan pada organisme tersebut, secara
ilmiah memberikan kontribusi bidang analisis molekular; ha ini
membuktikan bahwa gen tersebut adalah gen penyebab vanili tahan terhadap Fov.

8. Jurnal ilmiah yang menjadi sasaran (tuliskan namaterbitan berkala ilmiah
dan tahun rencana publikasi)

Publikasi direncanakan akan disebarluaskan melaui media Jurna Internationa
bereputasi dan Seminar International sebagai berikut.
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Applications, Research, and Technology (ICON-SMART 2022), Faculty of
Mathematics and Natural Sciences, Universitas Sam Ratulangi, Website:
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RINGKASAN

Salah satu komoditas perkebunan dengan nilai ekonomi yang cukup tinggi dan
telah mempunyai namacukup baik di pasaran I nternasional adalah vanili. Kendalaproduksi
dalam budidaya vanili (Vanilla planifolia Andrews) salah satunya diakibatkan oleh
penyakit busuk batang (Layu Fusarium). Penyakit ini disebabkan oleh jamur Fusarium
oxysporum f. sp. vanillae (Fov) yang sampai sekarang masih belum bisa diatasi secara
efektif walaupun beberapa penelitian telah dilakukan. Penggunaan varietas unggul vanili
yang tahan penyakit layu Fusarium dengan hasil tinggi diharapkan merupakan aternatif
pengendalian penyakit yang penting.

Penelitian tentang Induced Resistance planlet vanili dengan asam fusarat (AF)
telah dilakukan sebelumnya, dan ditemukan indikasi konsentrasi AF toleran untuk seleks
vanili yang tahan. Inokulasi isolat jamur Fov pada vanili tahan juga telah dilakukan,
dilanjutkan dengan analisis pola DNA, profil protein serta analisis sequencing. Hasil dari
penelitian sebelumnya sesuai Roadmap Riset: a). Konsentrasi AF toleran untuk seleksi
vanili tahan Fov yaitu 90-110 ppm; b) Penekanan perkembangan jamur Fov hasil seleks
AF pada konsentrasi 110 ppm lebih efektif dibandingkan dengan konsentrasi 90 ppm dan
100 ppm; ). Pita DNA baru berukuran 930 bp (OPB_14), 430 bp (OPB_20), serta 230 bp
dan 270 bp (OPD_19) diprediks sebaga kandidat marker RAPD untuk ketahanan vanili
terhadap Fov; d). Pita protein baru (berat molekul +18 kD) pada SDS-PAGE 1D
mengindikasi terbentuknya ketahanan vanili terhadap Fov; €). Hasil analisis sequencing
memperlihatkan bahwa amplifikas daerah ITSrDNA terdeteks pada pita ukuran 600-700
bp. Berdasarkan perbandingan susunan basa nukleotida, pada vanili yang diperlakukan
dengan AF konsentrasi 90 ppm, 100 ppm, dan 110 ppm mengalami mutasi baik padadaerah
185, ITS 1, 5,8S, ITS2, maupun 26SrDNA.

Berdasarkan hasil penelitian yang sudah dicapai, seperti diuraikan diatas, yaitu
diperolehnyamutan vanili tahan penyakit layu Fusarium, selanjutnya mutan vanili tersebut
perlu dikgji lebih mendalam ke dalam lingkungan yang relevan yaitu skala in vivo dalam
rumah kasa, dan selanjutnya uji coba di lapangan pada tahapan penelitian berikutnya.
Tujuan jangka panjang dalam kesdluruhan penelitian ini adalah memperoleh
bibit/varietas mutan vanili yang tahan terhadap penyakit layu Fusarium. Target khusus
yang ingin dicapai adalah 1). menganalisis keberadaan mutan dan ukuran dari gen yang
menjadi mutan pada vanili tahan Fov dengan analisis DNA menggunakan probe dalam
Southern Blot; 2). Uji ketahanan dan karakterisasi vanili yang tahan Fov secarain vivo; 3).
Analisis dampak terhadap lingkungan: uji observas dan uji adaptasi mutan vanili tahan
Fov terhadap lingkungan untuk memperoleh data awal dalam menentukan kebijakan
penggunaan varietas baru. Hasil yang diharapkan dari penelitian ini adal ah tersedianya data
yang akurat dalam skala in vivo untuk memperoleh bibit/varietas mutan vanili tahan
penyakit layu Fusarium.

Luaran penelitian adalah: 1). satu artikel ilmiah dalam jurna internasiona
bereputasi: Journal of Biological Diversity; url: https:.//smujo.id/biodiv/index; Tahun
rencana publikasi: 2023. Judul rencana publikasi: “Assembling Superior Varieties of
Vanilla (Vanilla planifolia Andrews) Resistant to Fusarium Wilt Disease Based on
Molecular Techniques”; 2). Buku hasil pendlitian ber-1SBN; 3). Pemakal ah dalam Seminar
International : the 6™ International Seminar on Sciences (ISS)” penyelenggara FMIPA |PB
University; tahun rencana penyelenggaraan: 9-10 Agustus 2022”; 4). Hasil Uji TKT di
level TKT 4-6; dan 5). Satu artikel yang dipresentasikan dalam pertemuan ilmiah oleh
LPPM Unila.

Kata kunci : Mutan Vanilla planifolia; Shoutern Blot; Fusarium oxysporum f.sp.
vanillae; induced resistance, in vivo


https://smujo.id/biodiv/index

BAB 1. PENDAHUL UAN

A. Latar Belakang dan Permasalahan

Salah satu komoditas perkebunan di Indonesia dan di Provinsi Lampung
khususnya, dengan nilai ekonomi yang cukup tinggi dan telah mempunyai nama
cukup baik di pasaran Internasional adalah vanili. Di pasaran internasional vanili
Indonesia dikenal dengan sebutan Java Vanilla Beans karena mempunyai kualitas
terbaik dengan kadar vanillin 2,75% (Hadipoetyanti, 2007). United Nations
Development Programme (UNDP), merekomendasikan bahwa vanili Indonesia
tidak berbeda dari "Bourbon vanili" yang memiliki citra komoditas sangat baik di
masyarakat internasional (Umamaheswari & Mohanan, 2011).

Penyakit Busuk Batang Vanili (BBV) atau dikenal juga sebagai Penyakit
layu Fusarium disebabkan oleh jamur Fusarium oxysporum f.sp. vanillae (Fov)
yang dapat menyebabkan kerugian yang sangat besar dengan akibat matinya
tanaman 50 - 100%, atau bahkan tidak dapat berproduksi serta mutu buah yang
berasal dari tanaman yang sakit sangat rendah (Hadisutrisno, 2004; Nurcahyani et
al., 2012). Penyakit ini sampa sekarang masih belum bisa diatasi secara efektif
walaupun beberapa pendlitian telah dilakukan. Salah satu aternatif cara
pengendalian penyakit yang aman, efisien dan efektif serta aman terhadap
lingkungan, antara lain menggunakan varietas yang tahan (Nurcahyani et al.,
2021a; Nurcahyani et al., 2021b; Nurcahyani et al., 2021c).

Ketahanan terhadap penyakit dapat diperoleh dengan cara pengimbasan
ketahanan (Induced Resistance), yaitu perlakuan sebelum infeksi patogen dengan
senyawa kimia maupun dengan inokulas mikroorganisme non patogenik
(Sumardiyono dkk., 2015; Walters et al., 2013). Ketahanan terimbas merupakan
ketahanan yang terekspresi setelah tanaman diserang patogen serta dapat
dimanfaatkan sebagal aat penting untuk untuk pengendalian hama dan penyakit
tumbuhan (Heil and Bostock, 2002; War et al., 2012).

Penggunaan Asam Fusarat (AF) sebagai agen penyeleksi dalam seleksi in
vitro dapat menghasilkan varian yang insensitif terhadap AF, sehingga setelah



diregenerasikan menjadi tanaman maka tanaman tersebut resisten terhadap infeksi
Fo (Purwati dkk., 2007; Gupta and Acharya, 2018).

Asam fusarat (AF) merupakan metabolit yang dihasilkan oleh beberapa
spesies jamur dari genus Fusarium. Secara kimia AF disebut 5-n-butylpicolinic
acid. Penggunaan AF sebagai agens penyeleksi dalam seleksi in vitro dapat
menghasilkan sel atau jaringan mutant yang insensitif terhadap AF, sehingga
setelah diregenerasikan menjadi tanaman dapat menghasilkan galur yang resisten
terhadap infeksi patogen (Sukmadjaja dkk., 2013). Asam fusarat tidak beracun
apabilakonsentrasi yang diberikan yaitu di bawah 10® M. Asam fusarat merupakan
komponen penting dalam proses infeksi, tanaman inang yang insensitif terhadap
AF diduga juga resisten/toleran terhadap infeksi Fo (Bouizgarne et al., 2006; Wu
et al., 2008; Singh and Upadhyay, 2014).

Identifikasi mutan atau varian yang insensitif terhadap AF dengan seleksi in
vitro pernah dilakukan pada Arabidopsis thaliana (Bouizgarne et al., 2006);
tanaman nanas (Borras et al., 2001), vanili (Nurcahyani et al., 2012; Nurcahyani et
al., , 2014; Nurcahyani et al., 2017; Nurcahyani et al., 2018); Anggrek Tanatl
Spoathoglottis plicata Bl. (Nurcahyani et al., 2016a; Nurcahyani et al., 2016b;
Andari et al., 2018); Dendrobium sonia (Dehgahi et al., 2015); Cassava
(Nurcahyani et al., 2019a; Nurcahyani et al., 2019b; Nurcahyani et al., 2021a;
Nurcahyani et al., 2021c); Phalaenopsisamabilis (L.) Bl. (Nurcahyani et al., 2020;
Nurcahyani et al., 2021). Hasil pendlitian para peneliti tersebut menunjukkan
bahwa somaklonal dari hasil regenerass massa sel yang tahan terhadap toksin
tersebut juga tahan terhadap patogen, dan sifat ini diturunkan pada generas
berikutnya

Penelitian tentang Induced Resistance planlet vanili dengan asam fusarat
(AF) telah dilakukan sebelumnya, dan ditemukan indikasi konsentrasi AF toleran
untuk seleksi vanili yang tahan. Inokulasi isolat jamur Fov pada vanili tahan juga
telah dilakukan, dilanjutkan dengan analisis pola DNA, profil protein serta analisis
sequencing. Hasil dari penelitian sebelumnya sesuai Roadmap Riset adalah: a).
Konsentrasi AF toleran untuk seleksi vanili tahan Fov yaitu 90-110 ppm; b)
Penekanan perkembangan jamur Fov hasil seleks AF pada konsentrasi 110 ppm



lebih efektif dibandingkan dengan konsentrasi 90 ppm dan 100 ppm; c). Pita DNA
baru berukuran 930 bp (OPB_14), 430 bp (OPB_20), serta 230 bp dan 270 bp
(OPD_19) diprediksi sebagai kandidat marker RAPD untuk ketahanan vanili
terhadap Fov; d). Pita protein baru (berat molekul £18 kD) pada SDS-PAGE 1D
mengindikasi terbentuknya ketahanan vanili terhadap Fov; €). Hasil andisis
sequencing memperlihatkan bahwa amplifikasi daerah ITS rDNA terdeteksi pada
pita ukuran 600-700 bp. Berdasarkan perbandingan susunan basa nukleotida, pada
vanili yang diperlakukan dengan AF konsentrasi 90 ppm, 100 ppm, dan 110 ppm
mengalami mutasi baik pada daerah 18S, ITS 1, 5,8S, ITS2, maupun 26S rDNA.

Berdasarkan hasil penelitian yang sudah dicapai, seperti diuraikan diatas,
yaitu diperolehnya mutan vanili tahan penyakit layu Fusarium, selanjutnya mutan
vanili tersebut perlu dikaji lebih mendalam ke dalam lingkungan yang relevan yaitu
skalain vivo dalam rumah kasa, dan selanjutnya uji coba di lapangan pada tahapan
penelitian berikutnya. Tujuan jangka panjang dalam keseluruhan penelitian ini
adalah memperoleh bibit/varietas mutan vanili yang tahan terhadap penyakit layu
Fusarium. Target khusus yang ingin dicapai adalah 1). menganalisis keberadaan
mutan dan ukuran dari gen yang menjadi mutan pada vanili tahan Fov dengan
analisis DNA menggunakan probe dalam Southern Blot; 2). Uji ketahanan dan
karakterisasi vanili yang tahan Fov secara in vivo; 3). Analisis dampak terhadap
lingkungan: uji observas dan uji adaptas mutan vanili tahan Fov terhadap
lingkungan untuk memperol eh data awal dalam menentukan kebijakan penggunaan
varietas baru. Hasil yang diharapkan dari penelitian ini adal ah tersedianyadatayang
akurat dalam skala in vivo untuk memperoleh bibit/varietas mutan vanili tahan
penyakit layu Fusarium.

Berdasarkan latar belakang diatas maka diperlukan penelitian yang lebih
mendalam tentang Induced Resistance mutan V. planifolia tahan penyakit layu
Fusarium berbasis teknik molekular, sehingga pada akhirnya akan diperoleh

varietas unggul vanili tahan penyakit layu Fusarium.



B. Tujuan Khusus
Tujuan khusus yang akan dicapai dalam penelitian ini adalah:
1. Andisis keberadaan mutan dan ukuran dari gen mutan pada vanili tahan Fov
dengan analisis DNA menggunakan probe dalam Southern Blot
2. Uji ketahanan dan karakterisas vanili yang tahan Fov secarain vivo
3. Anaisisdampak terhadap lingkungan yaitu uji observas dan uji adaptasi mutan
vanili tahan Fov terhadap lingkungan

C. Urgens Penelitian

Rencana penelitian ini merupakan kelanjutan dari penelitian sebelumnya
sesuai Roadmap Riset yang disgjikan pada Gambar 1. Penelitian yang digjukan
dalam proposal ini sangat penting untuk dilanjutkan dalam rangka mencapai tujuan
akhir dari keseluruhan penelitian tentang vanili yaitu diperolehnya bibit/varietas
baru vanili yang sudah teruji dalam skalalaboratorium maupun di lapangan berbasis
teknik molekular. Data awal dalam analisis dampak mutan V. planifolia terhadap
lingkungan penting dilakukan karena data ini diperlukan dalam menentukan
kebijakan penggunaan varietas baru (mutan V. planifolia tahan Fov).

Apabilauji cobabibit V. planifolia mutan tahan Fov di rumah kasa tersebut
berhasil, kemudian dilanjutkan uji coba dilapangan (Rencana pendlitian
selanjutnya) pada daerah-daerah endemik vanili yang terkena penyakit busuk
batang vanili (Fov), dan apabila uji di lapangan tersebut berhasil maka selanjutnya
bibit mutan diusulkan untuk dipatenkan, dan lisensinya ditawarkan ke perusahaan
swasta untuk diproduksi massal.

Daam jangka panjang, hasil penelitian ini diharapkan dapat membantu
masyarakat petani vanili pada khususnya dalam memperoleh bibit unggul vanili
yang tahan penyakit layu Fusarium, sehingga nantinya diharapkan akan dapat
meningkatkan kembali kualitas, produksi, dan daya jua vanili V. planifolia serta
pendapatan petani vanili di Indonesia.

Temuan yang ditargetkan dalam proposa penelitian yang digjukan ini
adalah:



a) Keberadaan mutan dan ukuran dari gen yang menjadi mutan pada vanili tahan
Fov dengan analisis DNA menggunakan probe dalam Southern Blot; dengan
diketahui ukuran gen-nya, maka dapat memperkuat pendapat bahwa gen
tersebut adalah gen yang benar-benar menyebabkan vanili tahan terhadap Fov,
sehingga data ini dapat digunakan penguat dalam menentukan kebijakan
penggunaan varietas baru (mutan V. planifolia tahan Fov).

b) Kriteria ketahanan dan karakterisasi vanili yang tahan Fov secarain vivo

c) Data awal dari uji observasi dan uji adaptasi mutan vanili dalam menentukan
kebijakan penggunaan varietas baru. Tata kerjadiatur dalam Peraturan Menteri
Pertanian Republik Indonesia Nomor 61/Permentan/Ot.140/10/2011 Tentang
Pengujian, Penilaian, Pelepasan dan Penarikan Varietas (Anonymous, 2010).

Rencana Target Capaian pada pendlitian ini disgjikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Rencana Target Capaian dalam penelitian

No JenisLuaran Indikator
Capaian
Kategori Sub Kategori Wajib Tambahan TSY
1 | Artikel ilmiah dimuat | Internasional ada tidak ada Published
di Jurnal bereputasi (2023)
Nasional SINTA 4 tidak ada | tidak ada tidak ada
(DOD)
2 | Buku ber ISBN Buku hasil ada tidak ada Terbit (2023)
penelitian ber ISBN
2 | Diseminarkan Internasional ada tidak ada Dilaksanakan
(2022)
Nasional tidak ada | tidak ada tidak ada
Universitas ada tidak ada Dilaksanakan
(2022)
3 | Laporan pendlitian ada tidak ada ada
4 | Laporan penggunaan anggaran (keuangan) ada tidak ada ada
5 | Tingkat Kesigpan Teknologi (TKT) 4-6




2. TINJAUAN PUSTAKA

A. Ketahanan terimbas (induced resistance).

Pengendalian penyakit secara hayati dapat melalui interaksi antara populasi
patogen dan agens hayati baik secaralangsung maupun tidak langsung. Ketahanan
terimbas bersifat tidak spesifik terhadap jenis patogen, sehingga dapat |ebih efisien
dalam pelaksanaanya (Agrios 2005). 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 (Jendoubi et al., 2015).

Enzim peroksidase (termasuk kelompok PR-protein) merupakan salah satu
senyawa yang dapat menggambarkan mekanisme ketahanan tanaman terhadap
infeksi patogen (Saravanan et al., 2004; Nurcahyani et al., 2012). Hal ini sudah
diidentifikasi pada akar tanaman pisang yang terinfeksi oleh Fusarium oxysporum
f.sp cubense (Saravanan et al., 2004), vanili yang terinfeksi oleh F.oxysporumf. sp.
vanillae (Nurcahyani et al., 2012) dan Spathoglottis plicata (Nurcahyani et al.,
2016b).

Contoh aplikasi gen peroksidase yang diekspresikan dengan reporter gus (f-
glucuronidase) pada ketela rambat (Ipomoea batatas) (Jang et al., 2004). Enzim
peroksidase yang diinduksi oleh patogen berbagai tumbuhan jugatelah dilaporkan,
misalnya pada mentimun (Cucumis sativus) (Alkahtani et al., 2011), Eustoma
grandiflorum (Popa et al., 2009), kacang tanah (Ye & Ng, 2002), kacang kapri
(Luhovaet al., 2003), Phytolacca dioica L (Guidaet al., 2010), vanili (Nurcahyani
et al., 2012) dan Spathoglottis plicata (Nurcahyani et al., 2016b).

B. Tanaman Vanilla planifolia Andrews

Vanili merupakan tumbuhan epifit dan termasuk ke dalam familia
Orchidaceae. Genus vanili terdiri dari sekitar 150 spesies, tetapi yang bernilai
ekonomis hanya 3 spesies yaitu V. planifolia Andrews, V. tahitensis J. Wi Moore
dan V. pompona Schieda (Besse et al., 2004; Minoo et al., 2008; Umamaheswari &
Mohanan, 2011). Spesies yang banyak dibudidayakan, khususnya di Indonesia



adalah V. planifolia Andrews (Anandarg et al., 2005; Rajeev P & Dinesh R, 2005;
Palamaet al., 2010).

International Standar Organization (1SO) telah menetapkan spesifikasi
vanili yang diperdagangkan di seluruh dunia. Secaranasional telah ditetapkan oleh
Dewan Standardisasi Nasional dengan nama Standar Nasional Indonesia (SNI).
Standar ini meliputi definisi, klasifikasi, syarat mutu, cara pengambilan contoh,
cara uji, syarat penandaan, dan cara pengemasan. Pada SNI ini produk vanili
digolongkan dalam empat jenis mutu, yaitu mutu A, mutu IB, mutu I, dan mutu
[l (Hadipoentyanti et al., 2007). Perkembangan mutu vanili Indonesia sesuai selera
pasar diharapkan merupakan vanili bermutu paling baik, yaitu mutu IA meliputi
ukuran polong dan kadar vanilinnyayang tinggi. Mutu |A yang digemari konsumen
akan diperoleh bila buah berasal dari tanaman yang sehat dan sedikit pestisida

Kimiawi.

C. Penyakit Layu Fusarium (Penyakit busuk batang vanili)

Fusarium oxysporum f. sp. vanillae (Fov) patogen pada tanaman vanili
dapat bertahan secara alami di dalam medium tumbuh dan pada akar-akar tanaman
sakit. Apabila terdapat tanaman peka, melalui akar yang luka dapat segera
menimbulkan infeksi. (Semangun, 2001; Hadisutrisno, 2004). Perakaran menjadi
busuk dan dapat meluas ke atas sampai ke pangkal batang. Jika akar rimpang
dipotong akan tampak bahwa epidermis dan hipodermis berwarna ungu, sedang
phloem dan xylem berwarna ungu merah jambu muda. Akhirnya seluruh akar
rimpang menjadi berwarna ungu (Semangun, 2001)

Fusarium oxysporum terkena karena menyebabkan kondisi yang disebut
layu Fusarium, yang mematikan bagi tanaman. Pada saat tanaman menunjukkan
tanda-tanda gejala penyakit dari infeksi patogen, maka untuk pengendaliannya
sudah terlambat, dan tanaman akan mati. Selain itu, F. oxysporum tidak
diskriminatif, mereka dapat menyebabkan penyakit di hampir setigp tanaman
pertanian penting. F. oxysporum terbukti sangat sulit diberantas karena spora F.
oxysporum juga dapat bertahan di udara untuk jangka waktu yang lama, sehingga
rotasi tanaman bukan merupakan metode kontrol yang tepat (Djaenuddin, 2003).



D. Asam fusarat

Asam fusarat (AF) diketahui merupakan hasil metabolit sekunder yang
dihasilkan oleh jamur Fusarium heterosporum Nee. dan salah satu toksin yang
bertanggung jawab terhadap timbulnya gejala layu pada beberapa tanaman (Landa
et al., 2002).

Bouizgarne et al. (2006) menyatakan konsentrasi AF yang nontoksik (di
bawah 10° M) dapat mengimbas sintesis fitoaleksin, suatu bentuk tanggapan
tanaman untuk menghambat aktivitas patogen. Melalui metode ini telah banyak
dilakukan penelitian dan telah berhasil mendapatkan sifat ketahanan terhadap
penyakit layu Fusarium seperti pada pisang, gandum, anyelir dan planlet vanili
secarain vitro (Nurcahyani et al., 2012; Nurcahyani et al., 2014). Penggunaan AF
sebagai agens penyeleks dalam seleksi in vitro dapat menghasilkan sel atau
jaringan mutan yang insensitif terhadap AF, sehingga setelah diregenerasikan
menjadi tanaman dapat menghasilkan galur yang resisten terhadap infeksi patogen.

E. Southern Blot

Southern Blot merupakan proses perpindahan fragmen DNA yang terpisah
secara elektroforesis dari gel ke membran. Metode ini diambil dari nama
penemunyayaitu Edward M. Southern. Prinsipnya adalah kapilaritas, dimanabufer
yang merupakan fase gerak diasumsikan akan membawa fragmen DNA dari gel ke
membran. Karena muatan DNA negatif sedangkan muatan membran positif maka
fragmen DNA akan menempel (blot) pada membran. Membran yang digunakan
pada proses southern blot adalah membran nitroselulosa. Metode ini merupakan
kombinas dari elektroforesis gel agarose untuk memisahkan DNA berdasarkan
ukuran fragmennya. DNA yang memiliki bobot molekul tinggi sebelumnya sudah
dipotong terlebih dahulu menggunakan enzim endonuklease restriksi, kemudian
dipisahkan dan dipindahfkan ke membran filter. Proses perpindahan fragmen DNA
pada metode ini mengikuti prinsip kapilaritas, yaitu prinsip dimana buffer yang
merupakan fase gerak membawa fragmen DNA dari gel menuju membran (Watson
et al., 2004, Lipinwati 2014).


https://id.wikipedia.org/wiki/DNA
https://id.wikipedia.org/wiki/Elektroforesis
https://id.wikipedia.org/wiki/Metode
https://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Edward_M._Southern&action=edit&redlink=1
https://id.wikipedia.org/wiki/Kapilaritas
https://id.wikipedia.org/wiki/Gel
https://id.wikipedia.org/wiki/Nitroselulosa

Metode ini mengkombinasikan elektroforesis gel agarosa untuk
memisahkan DNA berdasarkan ukurannya dan kemudian ditransfer ke membran
filter untuk selanjutnyadilakukan hibridisasi dengan probe. Untuk mengidentifikasi
ataupun melacak suatu fragmen DNA spesifik, diperlukan suatu pelacak (probe).
DNA dipisahkan terlebih dahulu dengan elektroforesis. Probe yang dilabel akan
hibridisass pada pita-pita DNA untuk mengetahui apakah DNA tersebut
mengandung gen yang diinginkan. Southern Blot mendeteksi DNA rantai tunggal
dengan menggunakan DNA sebagai pelacak. Kegunaan dari Southern Blot adalah
untuk menganalisis keberadaan mutan yang ada pada suatu organisme dan dapat
diketahui ukuran dari gen yang menjadi mutan pada organisme tersebut (Southern,
2006; Lipinwati, 2014).

F. Uji Adaptasi Dan Uji Observas Untuk Calon Varietas Unggul

Bibit unggul bermutu memiliki peranan yang utama dalam proses budidaya
dan dituntut memiliki mutu fisiologis, mutu fisik dan genetis yang sesuai standar
agar hasil produks dari tanaman sesuai dengan yang diharapkan. Varietas unggul
adalah varietas yang telah dilepas oleh pemerintah yang mempunyai kelebihan
dalam potensi hasil dan/atau sifat-sifat lainnya. Suatu jenis tanaman memiliki
potensi genetik yang disebut plasma nutfah, yang dapat dimanfaatkan untuk
pengembangan/menciptakan jenis unggul atau varietas baru. Untuk menghasilkan
bibit dengan varietas unggul, perlu diselenggarakan kegiatan eksplorasi dan
inventarisasi plasma nutfah dan pemuliaan tanaman maupun kegiatan lain yang
berkaitan dengan upaya untuk menemukan jenis baru serta varietas unggul. Calon
varietas unggul dapat berasal dari varietas baru berupa gaur, hibrida, mutan,
transgenik ataupun varietas lokal yang mempunyai potens hasil tinggi (Marzuki,
2014).

Seleks dan uji observas adalah dasar pembentukan varietas pada tanaman
perkebunan (Marzuki, 2014). Sebelum bibit bisa disebarluaskan atau menjadi
produk komersial dilakukan berbagai pengujian seperti uji adaptasi atau uji
observasi. Hal ini diatur melalui UU No. 12 tahun 1992 ,PP No.44 tahun 1995 dan
Peraturan Menteri Pertanian No. 61/Permentan/OT.140/8/2011.
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Uji Adaptas adalah kegiatan uji lapang di beberapa agroekologi bagi
tanaman semusim, untuk mengetahui keunggulan dan interaks varietas terhadap
lingkungan. Uji adaptasi ini merupakan salah satu cara untuk menilai kelayakan
suatu varietas untuk dapat dilepas secara resmi kepada masyarakat pengguna.
(Anonymous, 2010).

G. Hasll penelitian Sebelumnya yang sudah dicapai
Proposal yang digjukan dalam penelitian ini merupakan penelitian lanjutan dari
penelitian sebelumnya sesuai Roadmap Riset yang disgjikan pada Gambar 1.
Hasi| penelitian yang sudah dicapa sebelumnya adal ah diperolehnya mutan V.
planifolia tahan penyakit layu Fusarium, dengan kesimpulan sebagai berikut.
1. Kisaran konsentrasi Asam Fusarat toleran untuk seleksi planlet V. planifolia
secarain vitro adalah 90-110 ppm
2. Secarain vitro penekanan jamur Fo menggunakan Asam Fusarat konsentrasi
110 ppm lebih efektif dibandingkan dengan konsentrasi 90 dan 100 ppm,
konsentrasi AF 110 ppm mampu mengimbas ketahanan yang paling baik
sehingga mampu menekan intensitas penyakit hingga 25%, dan menaikkan
kriteria ke tahan
3. Semakin meningkat konsentrasi Asam Fusarat maka meningkat pulaaktivitas
enzim peroksidase dan ketebalan lignin pada planlet V. planifolia tahan Fov
4. Pita DNA baru (spesifik) mempunyai ukuran bervariasi tergantung dari
primer yang digunakan. Pita DNA spesifik dengan ukuran 930 bp (OPB_14),
430 bp (OPB_20), serta 230 bp dan 270 bp (OPD_19)1400 bp (OPB_ 14) dan 1250
bp (OPB_20), dapat diprediksi sebagai kandidat marker RAPD untuk
ketahanan planlet V. planifolia terhadap Fov. Pita DNA spesifik tersebut
dapat dijadikan sebagai karakter untuk mengelompokkan dan memisahkan
planlet V. planifolia yang tidak diimbas (kontrol) dan diimbas AF. Pita
protein (berat molekul +18 kD) pada SDS-PAGE 1D mengindikas
terbentuknya ketahanan planlet V. planifolia terhadap Fov. Protein dengan
berat molekul sekitar 18 kD tersebut dipredikss merupakan protein
peroksidase, yang berperan di dalam ketahanan terhadap Fov.



5. Hasll analisis sequencing memperlihatkan bahwa amplifikas daerah ITS
rDNA terdeteks pada pita ukuran 600-700 bp. Berdasarkan perbandingan
susunan basa nukleotida, pada vanili yang diperlakukan dengan AF
konsentrasi 90 ppm, 100 ppm, dan 110 ppm mengalami mutasi baik pada
daerah 18S, ITS 1, 5,8S, ITS2, maupun 26S rDNA.

6. Mutan V. planifolia selanjutnyadi aklimatisasi di rumah kasa, kemudian
dilakukan propagasi/perbanyakan di rumah kasa.

Berdasarkan hasil penelitian yang sudah dicapai, seperti diuraikan diatas,
yaitu diperolehnya mutan vanili tahan penyakit layu Fusarium, selanjutnya mutan
vanili tersebut perlu dikaji lebih mendalam ke dalam lingkungan yang relevan yaitu
skalain vivo dalam rumah kasa, dan selanjutnya uji coba di |apangan pada tahapan
penelitian berikutnya. Tujuan jangka panjang dalam keseluruhan penelitian ini
adalah memperoleh bibit/varietas mutan vanili yang tahan terhadap penyakit layu
Fusarium. Target khusus yang ingin dicapa dalam proposal ini adalah 1).
menganalisis keberadaan mutan dan ukuran dari gen yang menjadi mutan pada
vanili tahan Fov dengan analisis DNA menggunakan probe dalam Southern Blot;
2). Uji ketahanan dan karakterisasi vanili yang tahan Fov secarain vivo; 3). Analisis
dampak terhadap lingkungan: uji observasi dan uji adaptasi mutan vanili tahan Fov
terhadap lingkungan untuk memperoleh data awal dalam menentukan kebijakan
penggunaan varietas baru.

Peta Jalan (Road Map) riset/penelitian disgjikan pada Gambar 1 sebagai berikut.



Roadmap riset

Perakitan Varietas Unggul Vanili
(Vanilla planifolia Andrews) Tahan Penyakit
Layu Fusarium Berbasis Teknik Molekular dan
Induced Resistance dengan Asam Fusarat

Tk

!

STUDI PENDAHULUAN (*)

Seleksi in vitro planlet dengan asam fusarat
1. Medium MS + asam fusarat (AF) konsentrasi 0, 90, 100, dan 110 ppm
2. Penanaman planlet V. planifolia secara in vitro
3. Pengamatan parameter pertumbuhan (persentase planlet hidup, tinggi & jumlah tunas,
jumlah daun & akar)

PENELITIAN SUDAH DILAKUKAN (*)

Pengamatan karakter anatomi dan uji biokimia V. planifolia hasil pengimbasan AF
Pengamatan Pola DNA & Profil protein V. planifolia tahan Fov

1. Menggunakan metoda SDS-PAGE untuk analisis profil protein

2. Menggunakan metode RAPD untuk analisis pola DNA

—

PENELITIAN SUDAH DILAKUKAN (*)

1. Analisis Segencing daerah ITS-1 dan ITS-2 rDNA dan protein peroksidase mutan V.
planifolia tahan Fov

2. Analisisketahanan & mikropropagasi mutan V. planifolia tahan Fov secarain vitro

3. Karakterisasi mutan V. planifolia: peningkatan kerapatan stomata dan klorofil

—

L

PENELITIAN DILAKUKAN dalam PPr. (**) 2022

Propagasi bibit V. planifolia mutan tahan Fov di rumah kasa (in vivo)

Analisis DNA mutan V. planifolia menggunakan probe dalam Southern blot.

Uji ketahanan dan karakterisasi mutan vanili yang tahan Fov secarain vivo
Analisis dampak terhadap lingkungan: Uji observasi dan adaptas mutan V.
planifolia tahan Fov terhadap lingkungan untuk memperoleh Data Awal.

ApODdDE

!

RENCANA PENELITIAN YANG AKAN DILAKUKAN (**%*)

1. Uji dilapangan pada beberapa sentra lokasi vanili endemik busuk batang (Fov)

2. Apabila uji coba bibit V. planifolia mutan tahan Fov di lapangan tersebut berhasil,
selanjutnya bibit mutan tersebut dipatenkan, kemudian lisensinya dijual ke perusahaan
swasta untuk diproduksi massal

Keterangan:

(*) Penelitian Pendahuluan & Penelitian yang sudah dilakukan

(**) Pendlitian yang dilakukan dalam penelitian ini (PPr. 2022)

(***)Rencana Penelitian yang akan dilakukan setelah kegiatan yang diusulkan dalam proposal ini selesai

Gambar 1. Road Map Riset/Penelitian



BAB I1l. METODE PENELITIAN

Berikut ini diuraikan metode penelitian dari tahap kegiatan dalam

penelitian.

1. Analisis Southern Blot

2.

DNA yang digunakan dalam penelitian ini, adalah hasil dari isolasi mutan DNA
Vanilla planifolia yang di propagasi secarain vivo di rumah kasa.

Analisis Southern Blot dilakukan mengikuti prosedur dari Panaud et al. (1993).
DNA genomik (20 pg) dipotong menggunakan enzim restriksi BamHI| dan
EcoRI. DNA yang terpotong difraksionas pada gel agarose 1% selama
semalam. Selanjutnya, DNA ditransfer (blotting) ke membran nylon hybond N+
(Amersham). DNA fragmen dari gen cry1A(b) dipotong dengan enzim restriksi
BamHI dan EcoRI dan dilabel dengan pelabel dig-UTP (Boehringer Mannheim)
menggunakan mesin PCR. DNA genomik mutan vanili pada membran
dihibridisas dengan probe yang terlabel dan dilakukan deteksi signal serta
autoradiografi.

Analisis ketahanan mutan V. planifolia tahan Fov secara in vivo di rumah
kasa

Aklimatisasi dilakukan dengan memindahkan planlet ke dalam polybag dan di
aklimatisasikan selama 2 minggu di rumah kasa, kemudian diadakan propagasi.
Inokulas dilakukan menurut teknik Hadisutrisno (1995). Inokulasi Fov
dilakukan secaralangsung pada mutan V. planifolia. Mikrokonidium jamur Fov
dengan kerapatan spora 1,7 x 10* per mL diteteskan pada daun 1-2 tetes,
kemudian diinkubasikan selama 24 jam. Pengamatan dilakukan mulai hari ke-
3 setelah inokulasi selama 4 minggu. Intensitas penyakit dihitung berdasarkan
indeks kelayuan menurut He et al. (2002) yang telah dimodifikasi. Tingkat
ketahanan tanaman ditentukan berdasarkan skoring dengan mengacu pada
ketentuan Wibowo (2002).



3. AnalissEnzim peroksidase

Aktivitas enzim peroksidase dianalisis dengan metode dari Saravanan et al.
(2004). Dibuat campuran 1,5 mL 0,05 M pirogaol, 0,5 ml ekstrak enzim dari
daun planlet P. amabilis, dan 0,5 mL 1% H>0,. Campuran diendapkan dalam
suhu kamar dan dimasukkan ke dalam kuvet berukuran 0,5 mL.
Spektrofotometer (Beckman DU-65) diatur dengan panjang gelombang 420 nm
dan dibaca dari nol. Pada tahap awal ditambahkan 100 pL 1% H 20 pada kuvet
yang sudah terisi campuran sampel dan dibaca. Aktivitas enzim dihitung dalam
U/mg/min. Satu unit adalah aktivitas berubahnya OD 420 nm pada
spektrofotometer per menit.



Tahapan penelitian pada penelitian PPr. 2022 disajikan dalam bentuk bagan
alir seperti tercantum dalam Gambar 2.

Penelitian 1 ﬁ

Propagasi bibit V.

Terjadi pertumbuhan

Mutan V. planifolia dal amI

planifolia mutan tahan tunas, daun dan akar pada jumlah banyak untuk stok
Fov di rumah kasa (in =»| mutan V. planifolia =)| pengujian tahap
Vivo) berikutnya.
Penelitian 2 ﬂ
Analisis DNA mutan V. Terjadi perubahan ukuran Diketahui keberadaan
planifolia menggunakan |=p| dari gen yang menjadi —=»| mutan dan ukuran dari
probe dalan Southern mutan pada V. planifolia gen yang menjadi mutan
blot. tahan Fov pada V. planifolia tahan
Penelitian 3 lJ'
Inokulasi Fov dan Analisis V. planifolia mutan yang Terbentuknya ketahanan
ketahanan mutan V. j= | tahan tidak menunjukkan = | padamutan V. planifolia
planifolia tahan Fov secara gejala penyakit busuk batang tahan Fov secarain vivo di
invivo (Layu Fusarium) rumah kasa

Penelitian 4lJ'
Karakterisasi mutan V. Munculnya karakter spesifik Terdapat sifat spesifik
Planifolia tahan Fov: [= | mutanV. planifoliatahan  |=| mutan V. planifolia tahan

aktivitas enzim peroksidase

Fov: peningkatan aktivitas
enzim peroksidase

Fov: peningkatan
aktivitas enzim peroksidase

Gambar 2. Bagan Alir Tahapan Penelitian dalam Penelitian



Berikut disgjikan tabulasi pembagian tugas dalam penelitian ini

Tim Pendliti Dosen

No Nama/NIDN Instansi Asal | Bidang IImu | Aloka Uraian Tugas
s waktu
(Jam/
Ming
gu)

1 Dr. Endang Program Studi | Molekular 10 -Mangjemen Penelitian
Nurcahyani, Biologi Bioteknologi -AnalissMolekular: Analisis DNA
M.Si./ Terapan Tumbuhan mutan V. planifolia menggunakan
0031106503 FMIPA Unila probe dalam Southern blot.
(Ketua) -Inokulasi Fov dan Andlisis

ketahanan mutan V. planifolia
tahan Fov secarain vivo (rumah
kasa)

-Monitoring seluruh kegiatan
penelitian

2 Dr. Hardoko Program Studi | Kimia 8 Karakterisasi mutan V.planifolia
Insan Qudus, KimiaFMIPA | Analitik tahan Fov: Analisis aktivitas enzim
M.S./0003026102 | Unila peroksidase
(Anggota 2)

3 Dr. Sumardi, Program Studi | Mikrobiologi 8 -Isolasi jamur F. oxysporumdari V.
M.Si./ Magister planifolia
0025036505 Biologi -Perbanyakan monospora F.
(Anggota 1) FMIPA OXysporum

Unila
M ahasiswa yang terlibat penelitian
No Nama/NPM Instansi Asal | Bidang IImu | Aloka Uraian Tugas
s waktu
(Jam/
Ming
gu)

1 Azahra Putri Prodi S1 Bioteknologi 10 - Propagasi bibit V. planifolia mutan
Najla/ Biologi Tumbuhan tahan Fov di rumah kasa (in vivo)
1917061003 Terapan

FMIPA Unila
2 Rina Maryani/ Prodi S2 Bioteknologi 10 - Analisis dampak terhadap
2127021010 Biologi Tumbuhan lingkungan: Uji observasi dan
FMIPA Unila adaptas mutan V. planifolia tahan
Fov terhadap lingkungan
Analisisdata

Data yang diperoleh dari penelitian ini berupa data kualitatif dan data
kuantitatif. Data kualitatif disgjikan dalam bentuk deskriptif komparatif dan di




dukung foto. Data kuantitatif ditabulasi dengan faktor konsentrasi yang berbedadan
5 ulangan mutan V. planifolia dibandingkan kontrol. Analisis data pada penelitian
ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL), sedangkan data kuantitatif dari
setigp parameter dianalisis dengan menggunakan Analisis Ragam (Analysis of
Variance) dengan tingkat kepercayaan 95%. Apabila ada beda nyata dilanjutkan
dengan Uji Tukey Comparison padataraf kepercayaan 95%.



BAB 4. HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian dibagi dalam empat bagian, dimulai dari: 1) Analisis DNA
mutan V. planifolia menggunakan probe dalam Southern blot, untuk mengetahui
keberadaan mutan dan ukuran dari gen yang menjadi mutan pada V. planifolia tahan
Fov, 2) Hasil uji ketahanan planlet vanili terhadap Fusarium oxysporum f.sp.
vanillae (Fov), yang meliputi: (a) hasil isolasi isolat dan monospora Fov; (b) hasil
inokulasi Fov pada mutan vanili; 3) Karakterisasi mutan V. planifolia tahan Fov:
aktivitas enzim peroksidase; terdapat sifat spesifik mutan V. planifolia tahan Fov:
peningkatan aktivitas enzim peroksidase; 4) Analisis dampak terhadap lingkungan:
Uji observasi dan adaptasi mutan V. planifolia tahan Fov terhadap lingkungan,
untuk mendapatkan data awal dampak mutan V. planifolia tahan Fov yang
digunakan dalam menentukan kebijakan penggunaan varietas baru. Hasil penelitian

dan pembahasannya berturut-turut disajikan sebagai berikut.

1. Analisis Southern Blot
DNA yang digunakan dalam penelitian ini, adalah hasil dari isolasi mutan
DNA Vanilla planifolia yang di propagas secara in vivo di rumah kasa. Analisis
Southern Blot dilakukan mengikuti prosedur dari Panaud et al. (1993).
Hasil analisis Southern Blot pada mutan Vanilla planifolia tahan Fov

disgjikan pada Gambar 1 sebagai berikut.
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Gambar 1. Hasil analisis Southern Blot dari DNA sampel mutan tanaman
Vanilla planifolia dibandingkan dengan kontrol, yang dipotong
dengan enzim EcoRI dan BamHI. Keterangan: M = ladder, Voo-4;
V 100-2; V110-3= mutan tanaman V. planifolia, Vo-2= tanaman kontrol
(tanpa perlakuan asam fusarat dan inokulasi Fov.

Identifikas tanaman mutan menggunakan amplifikasi PCR dari mutan sangat
penting karena dengan teknik tersebut dapat mengidentifikasi tanaman putatif
transgenik secara cepat dan dalam jumlah yang banyak. Jadi dengan teknik tersebut
akan menghemat waktu dan tenaga, namun demikian informasi mengenai gen target
yang telah tertransfer akan menjadi fungsional tidak dapat dijel askan dengan teknik
PCR, oleh karenaitu identifikasi keberadaan mutan perlu dilakukan menggunakan
analisis Southern Blot; dengan metode Southern Blot ini akan diketahui informasi
tentang jumlah kopi dari gen target sehinggalevel ekspresi dari masing-masing gen
target yang ditransfer dapat ditentukan.

DNA dari 3 mutan dan 1 kontrol tanaman vanili digunakan sebagai bahan
untuk analisis Southern Blot. Setelah dipotong dengan 2 enzim restriksi EcoRI dan
BamHI yang merupakan enzim pengapit gen crylA(b) (sekitar 1.800 bp), DNA
ditransfer ke membran nylon dan selanjutnya dihibridisasi dengan probe spesifik

1-



gen cry1A(b) serta dideteksi dengan senyawa chemiluminesen (NBT-BCIP). Hasl
hibridisasi Southern Blot menunjukkan bahwa 3 sampel tanaman yang positif pada
pengujian PCR ternyata juga positif pada analisis Southern Blot-nya yang ditandai
dengan terbentuknya 1 pita DNA. Hasil ini semakin membuktikan bahwa gen
cry1lA(b) yang ditembakkan telah terintegrasi ke dalam kromosom tanaman vanili.
Pola pita DNA yang terbentuk sama karena sampel tanaman T1 yang diuji
merupakan tanaman yang berasal dari tanaman yang sama.

Dengan pemotongan menggunakan 2 macam enzim restriksi EcoRI dan
BamHI dihasilkan 1 pita DNA yang mempunyai ukuran se-kitar 1.800 bp. Hasil
ini menunjukkan bahwagen crylA(b) tel ah terintegrasi pada genom mutan tanaman
vanili. Dari fragmen DNA tersebut, fragmen yang berukuran 1,8 kb bersesuai-an

dengan sekuen gen cryl1A(b) utuh.

2. Analisis ketahanan mutan V. planifolia tahan Fov secarain vivo di rumah
kasa

Inokulasi dilakukan menurut teknik Hadisutrisno (1995). Inokulasi Fov
dilakukan secara langsung pada mutan V. planifolia. Mikrokonidium jamur Fov
dengan kerapatan spora 1,7 x 104 per mL diteteskan pada daun 1-2 tetes, kemudian
diinkubasikan selama 24 jam. Pengamatan dilakukan mulai hari ke-3 setelah
inokulas selama 4 minggu. Intensitas penyakit dihitung berdasarkan indeks
kelayuan menurut He et al. (2002) yang telah dimodifikasi. Tingkat ketahanan
tanaman ditentukan berdasarkan skoring dengan mengacu pada ketentuan Wibowo
(2002). Mutan V. planifolia dan vanili kontrol di rumah kasadisajikan berturut turut
pada Gambar 2, Gambar 3, Gambar 4 dan Gambar 5 sebagal berikut.



Gambar 2. Tanaman V. planifolia kontrol (tanpa perlakuan Asam Fusarat
dan inokulasi Fov)

Gambar 3. Mutan tanaman V. planifolia perlakuan Asam Fusarat 90 ppm
dan inokulasi Fov)
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Gambar 4. Mutan tanaman V. planifolia perlakuan Asam Fusarat 100 ppm
dan inokulasi Fov)

Gambar 5. Mutan tanaman V. planifolia perlakuan Asam Fusarat 110 ppm
dan inokulasi Fov)
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kontrol. Gejaladaun layu juga muncul pada perlakuan 90 ppm dan 100 ppm kecuali
padaV g0.6 dan V 100.5. Gejaladaun layu jugamuncul pada perlakuan 110 ppm kecuali
pada V1104 dan V108 Gejala tersebut merupakan karakteristik layu Fusarium,
sehingga dapat dilakukan perhitungan persentase daun layu atau kuning (Tabel 1).

Tabd 1. Persentase daun layu atau kuning pada setiap perlakuan asam fusarat

Per sentase daun layu atau kuning pada hari pengamatan ke:

Perlakuan 0 4 8 12 16
Kontrol 0 31,25 68,75 93,75 100,00
90 ppm 0 18,75 25,00 31,25 37,50
100 ppm 0 25,00 31,25 50,00 50,00
110 ppm 0 0,00 6,25 6,25 18,75

Berdasarkan Tabel 1 diketahui, gejala daun layu atau kuning yang muncul
pada hari ke-5 setelah inokulasi menunjukkan bahwa persentase daun layu atau
kuning pada kontrol telah mencapai rata-rata 31,25%. Pada perlakuan 90 dan 100
ppm persentase daun layu atau kuning mencapai 18,75% dan 25,00%, sedangkan
perlakuan 110 ppm baru menunjukkan gejala daun layu pada hari ke-16. Hasil
pengamatan hari ke-8 menunjukkan bahwa persentase daun layu atau kuning pada
perlakuan 90 ppm meningkat menjadi 25,00%. Peningkatan persentase daun layu
atau kuning jugaterjadi pada perlakuan 100 ppm yaitu menjadi 31,25%, sedangkan
pada perlakuan 110 ppm persentase daun layu atau kuning 6,25%.

Kenaikan persentase daun layu atau kuning pada pengamatan hari ke-12
terjadi pada kontrol, perlakuan 90 ppm dan 100 ppm (93,75%; 31,25%; dan
50,00%). Untuk perlakuan 110 ppm tidak mengalami kenaikan persentase daun
layu atau kuning. Persentase daun layu atau kuning pada hari ke-16 setelah
inokulasi, pada kontrol meningkat menjadi 100%, pada perlakuan 90 ppm terjadi
peningkatan pula menjadi 37,50%, dan pada perlakuan 110 ppm menjadi 18,75%,
sedangkan pada perlakuan 100 ppm tidak mengalami kenaikan persentase tetap
50,00%.



Selanjutnya, berdasarkan skoring terhadap gejala daun layu atau kuning
yang muncul maka dapat diketahui persentase intensitas penyakit dan kriteria
ketahanan dari masing-masing perlakuan (Tabel 2).

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

Hari pengamatan

4 8 12 16

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

Kontrol 62,50 Rentan 91,67 Rentan 93,75 Rentan 100,00 Rentan
Oppm 31,25 Moderat 3333 Moderat 41,67 Moderat 50,00 Moderat
100ppm 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

K eterangan: |P= Intensitas Penyakit

Berdasarkan Tabel 2 dapat diketahui bahwa pada hari ke-16, intensitas
penyakit tertinggi ditunjukkan oleh kontrol (100%), sehingga dinyatakan rentan
terhadap penyakit layu Fusarium, sedangkan perlakuan 90 dan 100 ppm memiliki
intensitas penyakit 50%, dan kriteria ketahanannya adalah moderat. Pada perlakuan
110 ppm intensitas penyakit sebesar 25% sehingga kriteria ketahanannya adalah
tahan. Berdasar hal tersebut dapat diketahui bahwa intensitas penyakit perlakuan
AF 110 ppm tidak mengalami peningkatan sgjak hari ke-8 hingga ke-16.

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 dan filtrat AF dapat digunakan sebagai
komponen seleks karena adanyakorelasi antara ketahanan terhadap toksin dengan
ketahanan terhadap penyakit. Hasil penelitian ini juga mendukung pernyataan
Agrios (2005) yang menyatakan bahwa ekspresi dari pengimbasan ketahanan

adal ah dengan menurunnya intensitas penyakit.



3. AnalissEnzim peroksidase

Mutagen dapat menyebabkan perubahan basa DNA sehingga struktur gen
juga mengalami perubahan (Silverio et al., 2007). Jika terjadi perubahan gen dapat
mengaktivasi gen yang berperan dalam pertahanan, sehingga akan terbentuk mutan
yang tahan terhadap suatu penyakit (Potdukhe, 2004). Menurut Saravanan et al.
(2004) gen ketahanan hipersensitif dominan yang diekspresikan pada tanaman
adalah gen penyandi enzim peroksidase. Enzim ini umumnya berperan dalam
mekanisme ketahanan terhadap penyakit sehingga aktivitasnya dapat dijadikan
sebagai induksi ketahanan.

Pada penelitian ini, aktivitas enzim peroksidase sebagai suatu mekanisme
ketahanan mutan vanili terhadap Fov telah diukur dengan menggunakan metode
Saravanan €t. al. (2004), pada mutan vanili yang diimbas asam fusarat (konsentrasi
90 ppm, 100 ppm, dan 110 ppm), dan kontrol. Hasil penelitian yang berupa
histogram dari aktivitas enzim peroksidase disgjikan pada Gambar 9.

0,45
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0,35

0,3 T
0,25
0,2
0,15 T H Aktivitas Peroksidase
0,1
< 0,05 i
0 . . .
0 90 100 110

Konsentrasi Asam Fusarat (ppm)

ktivitas PO (Unit/mg/menit)

Gambar 9. Aktivitas enzim peroksidase vanili yang tidak diimbas (kontrol) dan mutan
vanili diimbas asam fusarat (90, 100, dan 110 ppm), umur 14 hari

Berdasarkan Gambar 9 di atas dapat diketahui adanyaindikas peningkatan
aktivitas enzim peroksidase yang signifikan dari tigakonsentrasi 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 konsentrast AF 110 ppm menghasilkan 0,36 U/mg/min. Pada



kontrol, aktivitas peroksidase sebesar 0,12 U/mg/min. Satu unit aktivitas enzim
adal ah perubahan absorbansi pada spektrofotometer pada satu mg protein per menit.
Hasil pendlitian tersebut membuktikan adanya peningkatan konsentrasi cekaman
AF akan meningkatkan pula aktivitas enzim peroksidase.

Hasil penelitian ini didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Jang et al.
(2004) yang meneliti aktivitas enzim peroksidase pada ketela rambat (Ipomoea
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
Agraobacterium 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.

Selain itu penelitian ini juga didukung oleh penelitian Yanti (2011), yang
menunjukkan bahwa ada peningkatan aktivitas enzim peroksidase sekitar 8 kali
pada bibit pisang kepok yang diperlakukan dengan mutagen Ethyl Methane
Sulphonat (EMYS) dibandingkan kontrol. Aktivitas enzim peroksidase juga telah
dipublikasi oleh Harni et al. (2012), padatanaman nilam (Pogestemon cablin) yang
diinfeks oleh bakteri endofit dan nematoda Pratylenchus brachyurus menunjukkan
adanya peningkatan yang signifikan oleh Achromobacter xylosoxidans TT2,
Pseudomonas putida EH11 dan Alcaligenes faecalis NJ16. Y uhermita (2002),
melaporkan bahwa pada buah cabe rawit yang tahan penyakit antraknosa
mengalami peningkatan aktivitas peroksidase 2 kali lebih tinggi dibandingkan
dengan cabai keriting yang rentan. Hadi (2003), menyatakan bahwa tanaman karet
yang tahan terhadap penyakit Corynespora mempunyai aktivitas enzim peroksidase
yang lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol.

Menurut Saravanan et al. (2004), pembentukan protein peroksidase dan
aktivitasnyatergantung dari tingkat cekaman patogen dan jenis patogennya. Fakta
ini didukung oleh penelitian Alkahtani et al. (2011), yang meneliti berbagai
perlakuan cekaman abiotik terhadap mentimun dapat meningkatkan aktivitas enzim
peroksidase. Selanjutnya Sprecher et al. (1993) meneliti aktivitas enzim



peroksidase pada Myriophyllum spicatum L. dan Hydrilla verticillata. Hasll
penelitian menunjukkan bahwa aktivitas enzim peroksidase meningkat 2-3 kali
dibanding kontrol setelah diinduksi oleh cekaman herbisida.

Adanya indikasi peningkatan aktivitas enzim peroksidase yang signifikan
dari tiga konsentrasi cekaman AF yang berbeda pada planlet vanili diduga karena
cekaman AF dapat menyebabkan peningkatan senyawa peroksida (H20z).
Bouizgarne et al. (2006) dan Patel et al. (2007), menyatakan bahwa AF pada
konsentrasi 10° dapat mengimbas produksi dan meningkatkan H2O, dalam medium
kultur. Peroksida merupakan senyawa yang dapat memicu meningkatnya aktivitas
enzim peroksidase. Selain H-O» sebagai senyawayang bersifat toksik bagi patogen,
enzim peroksidase juga dapat menjadi katalisator dalam pembentukan lignin.

Selanjutnya, Agrios (2005) mengemukakan bahwa pada tanaman yang
tahan terjadi peningkatan aktivitas peroksidase, sedangkan padatanaman yang peka
tidak ada perubahan atau bahkan aktivitas peroksidase menurun dibandingkan
dengan tanaman sehat.



KESIMPULAN
Berdasarkan hasil dan pembahasan yang telah diuraikan di muka dapat
diambil kesimpulan dan saran sebagai berikut.

1. Hasil hibridisasi Southern Blot menunjukkan bahwa 3 sampel tanaman yang
positif pada pengujian PCR ternyata juga positif pada analisis Southern Blot-
nya yang ditandai dengan terbentuknya 1 pita DNA. Hasil ini semakin
membuktikan bahwa gen crylA(b) yang ditembakkan telah terintegrasi ke
dalam kromosom tanaman vanili. Pola pita DNA yang terbentuk sama karena
sampel tanaman T1 yang diuji merupakan tanaman yang berasal dari tanaman
yang sama.

2. Secara in vivo penekanan perkembangan jamur F. oxysporum f.sp. vanillae
menggunakan seleks asam fusarat pada konsentrasi 110 ppm lebih efektif
dibandingkan dengan konsentrasi 90 dan 100 ppm. Konsentrasi asam fusarat
110 ppm mampu mengimbas ketahanan yang paling baik, sehingga mampu
menekan intensitas penyakit hingga 25%.

3. Semakin meningkat konsentrasi asam fusarat maka meningkat pula aktivitas

peroksidase pada tanaman vanili tahan Fusarium oxysporum f.sp. vanillae.
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RINGKASAN

Universitas Lampung (Unila) telah menetapkan tiga program unggulan, yakni (1) kearifan
lokal, (2) ketahanan pangan dan (3) energi secara khusus dalam Renstra Penelitian Unila 2016-
2020. Program bidang ketahanan pangan, penelitian benih didorong untuk menghasilkan benih
lokal dan unggul. Unila pada saat ini, dalam bidang ketahanan pangan, memberikan perhatian
yang serius terhadap kegiatan penelitian yang terkait dengan singkong (Cassava). Hal tersebut
karena komoditas ini merupakan produk unggulan Provinsi Lampung. Sejalan dengan pencapaian
renstra Unila tersebut (Program bidang ketahanan pangan), dalam proposal ini diajukan penelitian
tentang pengendalian penyakit Layu Fusarium pada Cassava dengan tujuan jangka panjang: untuk
memperoleh varietas unggul Cassava lokal Lampung tahan Fusarium oxysporum, berdasarkan
analisis molekular: Pola DNA dan karakter spesifik.

Penyakit layu Fusarium masih merupakan kendala produksi dalam budidaya Cassava
(Manihot esculenta Crantz.). Penyakit ini disebabkan oleh jamur Fusarium oxysporum yang sampai
sekarang masih belum bisa diatasi secara efektif. Penggunaan kultivar Cassava yang tahan penyakit
layu Fusarium dengan hasil tinggi diharapkan merupakan alternatif pengendalian penyakit yang
penting.

Penelitian pendahuluan pengimbasan ketahanan (Induced Resistance) Cassava dengan asam
fusarat (AF) telah dimulai, dan ditemukan indikasi konsentrasi AF toleran untuk seleksi planlet in
vitro yang tahan (resisten). Dalam waktu dekat segera dilakukan inokulasi isolat jamur Fusarium
oxysporum (Fo) pada planlet tahan tersebut secara in vitro. Untuk memperoleh gambaran mekanisme
terbentuknya ketahanan tanaman terimbas, maka perlu dilakukan kajian lebih mendalam tentang pola
DNA dan karakter spesifik dari Cassava yang tahan terhadap Fo.

Tujuan jangka panjang dalam penelitian ini adalah memperoleh bibit (varietas) Cassava
yang tahan terhadap Fo. Target khusus yang ingin dicapai dalam penelitian ini adalah (1)Teori baru
tentang mekanisme ketahanan Cassava terhadap Fo (2) Karakter spesifik Cassava yang tahan Fo, dan
(3) Pola DNA Cassava tahan Fo. Teori baru hasil penelitian ini diharapkan akan menjadi acuan
metode ketahanan terimbas pada tanaman Cassava di Indonesia terhadap penyakit layu Fusarium.

Tahapan kegiatan yang dilakukan meliputi: (1) Pengujian ketahanan Cassava terhadap Fo
secara in vitro, diharapkan akan diperoleh Cassava yang bersifat tahan, (2) Pengujian lignifikasi,
diharapkan terbentuk ketahanan struktural pada epidermis akar Cassava, (3) Analisis enzim
peroksidase (termasuk Patogenesis-Related protein/PR-protein), yang diduga akan mendegradasi
epidermis Fusarium oxysporum, dan (4) Analisis pola DNA Cassava, dengan metode RAPD,
diharapkan dapat diketahui pola dari gen ketahanan Cassava yang tahan.

Secara in vitro penekanan jamur Fo menggunakan Asam Fusarat konsentrasi 80 ppm lebih
efektif dibandingkan dengan konsentrasi 20, 40 dan 60 ppm, mampu mengimbas ketahanan yang
paling baik sehingga mampu menekan intensitas penyakit hingga 25%, dan menaikkan kriteria ke
tahan. Semakin meningkat konsentrasi Asam Fusarat maka meningkat pula aktivitas enzim
peroksidase, kandungan fenol total, kandungan klorofil dan ketebalan lignin pada planlet Cassava
tahan Fo. Pita DNA baru (spesifik) mempunyai ukuran bervariasi tergantung dari primer yang
digunakan. Pita DNA spesifik dengan ukuran 1300 bp (OPB_14) dan 1150 bp (OPB_20), dapat
diprediksi sebagai kandidat marker RAPD untuk ketahanan planlet Cassava terhadap Fusarium
oxysporum. Pita DNA spesifik tersebut dapat dijadikan sebagai karakter untuk mengelompokkan dan
memisahkan planlet Cassava yang tidak diimbas (kontrol) dan diimbas AF.

Kata kunci : Manihot esculenta; Pola DNA; Induced Resistance; Fusarium oxysporum; in vitro
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BAB 1. PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Ketela pohon, ubi kayu, singkong atau Cassava (Manihot esculenta Crantz. atau
Manihot utilissima Pohl.) adalah perdu tahunan tropika dan subtropika dari suku
Euphorbiaceae. Umbinya dikenal luas sebagai makanan pokok penghasil karbohidrat dan
daunnya sebagai sayuran (Wikipedia, 2017).

Indonesia adalah negara terbesar kedua penghasil Cassava setelah Nigeria dengan
rata-rata total penyediaan selama lima tahun sebesar 9,67 juta ton atau sebesar 10,61% dari
total penyediaan singkong dunia, diikuti dengan Negara Brazil, India dan United Republic of
Tanzania masing-masing berkisar antara 8,67 — 4,96 juta ton atau sebesar 9,52% — 5,44%,
selebihnya menyumbang di bawah 5,30% (Pusadatin, 2013).

Sentra lahan Cassava di Indonesia dikuasai oleh Provinsi Lampung dengan luas lahan
panen 324,100 ha pada tahun 2012. Tahun 2013, produksi singkong di Provinsi Lampung
mencapai 8,33 juta ton. Keadaan ini menjadikan Lampung sebagai penyuplai sepertiga
produksi Cassava nasional dari produksi nasional sebesar 23,92 juta ton (Badan Pusat
Statistik, 2015). Namun demikian, masih banyak kendala produksi dalam budidaya Cassava,
antara lain penyakit layu Fusarium. Penyakit ini disebabkan oleh jamur Fusarium oxysporum
yang sampai sekarang masih belum bisa diatasi secara efektif. Penggunaan kultivar Cassava
yang tahan penyakit tersebut dengan hasil tinggi diharapkan merupakan alternatif
pengendalian penyakit yang penting.

Arinze (2005) dan Okigbo et al. (2009) melaporkan bahwa 50% umbi Cassava yang
diproduksi dan dipanen di Nigeria hilang karena penyakit. Penyebab utama yang
menyebabkan pembusukan Cassava meliputi: Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Botryodiplodia theobromae, Collectotrichum spp, Geotrichum candidum, Penicillium
chrysogenum, Pennicillium digatum, Fusarium oxysporum (Ogunleye et al., 2014; Okigbo
et al., 2015; Gwa et al., 2015). Organisme ini mengurangi kuantitas dan juga kualitas umbi
tanaman tersebut (Amusa et al., 2003).

Bahan kimia telah terbukti membantu pengendalian penyakit Cassava terutama saat
umbi sudah terserang pathogen (Markson et al., 2012). Masalah utama bahan kimia adalah
bahwa hal itu merupakan tantangan besar bagi ekosistem dan juga penggunaan bahan kimia
yang sering menjadi predisposisi organisme target terhadap resistensi. Salah satu alternatif
cara pengendalian penyakit yang aman, efisien, efektif dan aman terhadap lingkungan, antara

lain menggunakan varietas yang tahan (resisten). Penggunaan varietas unggul yang tahan
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terhadap Fo dengan daya hasil tinggi merupakan salah satu alternatif pengendalian penyakit
yang penting dan tidak menimbulkan dampak negatif seperti penggunaan pestisida.
Pengembangan kultivar Cassava tahan Fo tersebut dapat dilakukan antara lain dengan metode
seleksi in vitro yaitu mengkulturkan eksplan berupa jaringan atau organ pada medium yang
mengandung asam fusarat konsentrasi selektif (Bouizgarne et al., 2006).

Asam fusarat (AF) merupakan metabolit yang dihasilkan oleh beberapa spesies jamur
dari genus Fusarium. Secara kimia AF disebut 5-n-butylpicolinic acid. 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 (Vidhyasekaran, 1997; Agrawal et al., 1999;
Lea & Leegood, 1999).

Penggunaan AF sebagai agens penyeleksi dalam seleksi in vitro dapat menghasilkan
sel atau jaringan mutant yang insensitif terhadap AF, sehingga setelah diregenerasikan
menjadi tanaman dapat menghasilkan galur yang resisten terhadap infeksi patogen (Arai dan
Takeuchi, 1993). Identifikasi mutan atau varian yang insensitif terhadap AF dengan seleksi in
vitro pernah dilakukan pada tanaman tomat (Toyoda et al., 1984), pisang (Morpurgo et al.,
1994; Matsumoto et al., 1995), gladiol (Remotti et al., 1997), nanas (Borras et al., 2001),
Sphatoglottis plicata (Nurcahyani et al.,, 2016a; Nurcahyani et al., 2016b) dan vanili
(Nurcahyani et al., 2012; Nurcahyani, 2013; Nurcahyani et al., 2014; Nurcahyani et al.,
2017). Hasil penelitian para peneliti tersebut menunjukkan bahwa somaklonal dari hasil
regenerasi massa sel yang tahan terhadap toksin tersebut juga tahan terhadap patogen, dan
sifat ini diturunkan pada generasi berikutnya.

Pada tanaman yang diperlakukan dengan AF, akan mengaktivasi gen-gen di antaranya
gen peroksidase (Saravanan et al., 2004). Perbandingan pita protein yang terbentuk melalui
pemisahan elektroforesis dapat dilakukan untuk mengidentifikasi produk gen yang dihasilkan
selama planlet Cassava diseleksi dengan menggunakan AF. Metode elektroforesis protein
satu dimensi dengan Sodium Dodecyl Sulphate-Polycrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE) merupakan salah satu metode untuk menganalisis protein dengan memisahkan pita-

pita protein yang ada di dalam sampel berdasarkan berat molekulnya (Maniatis et al., 1982).



Selain itu, keragaman genetik pada planlet Cassava akibat perlakuan dengan Af,
dapat dideteksi dengan penanda molekular, salah satunya adalah Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD). Metode RAPD adalah penanda berbasis Polymerase Chain
Reaction (PCR) dengan menggunakan 10 basa primer acak (Welsh & Mc Clelland, 1990;
Williams et al., 1990).

Penggunaan AF dalam konsentrasi yang toleran sejauh ini belum pernah dilaporkan
secara pasti dan tepat dalam pengimbasan ketahanan (Induced Resistance) planlet Cassava
(Manihot esculenta Crantz.) terhadap Fo. Oleh karena itu, penelitian tentang peranan AF
sebagai pengimbas ketahanan secara in vitro menarik untuk dilakukan. Pengendalian
penyakit layu Fusarium pada Cassava dengan AF sepanjang pengetahuan penulis belum
pernah dilakukan dan belum diketahui: (1) Mekanisme ketahanan Cassava terimbas terhadap
F. oxysporum (2) Karakter spesifik Cassava yang tahan terhadap F. oxysporum, dan (3) Pola
DNA Cassava tahan F. oxysporum.

B. Tujuan Khusus

Beberapa masalah didalam penanggulangan penyakit layu Fusarium yang disebabkan
oleh jamur F.oxysporum pada Cassava selama ini belum terpecahkan, oleh karena itu
penelitian ini bertujuan:

1. Mendapatkan teori baru tentang mekanisme ketahanan terimbas (induced resistance)
Cassava terhadap jamur F. oxysporum.

2. Mengkarakterisasi Cassava hasil Induced resistance terhadap jamur F.oxysporum.

3. Mengkaji pola DNA Cassava yang bersifat tahan terhadap jamur F. oxysporum.

C. Urgensi Penelitian

Salah satu permasalahan yang dihadapi dalam budidaya Cassava di Lampung
khususnya dan di Indonesia pada umumnya adalah penyakit layu Fusarium yang disebabkan
oleh jamur F.oxysporum (Fo) dan bersifat tular medium. Pengendalian penyakit pada
Cassava selama ini dilakukan menggunakan pestisida yang sering menimbulkan polusi
terhadap lingkungan (Markson et al., 2012). Salah satu cara pengendalian penyakit yang
aman terhadap lingkungan, yaitu menggunakan varietas yang tahan (resisten) dengan
mekanisme terimbas atau induced resistance (Agrios, 2005).

Pengimbasan ketahanan oleh AF pada Cassava diduga akan menyebabkan: (1)
terbentuknya lignin (lignifikasi), sehingga tanaman Cassava akan terlindung secara struktural
dari penetrasi hifa F. oxysporum, (2) Pembentukan protein peroksidase (Pathogenesis

Related-protein/ PR-protein) yang diduga akan mendegradasi epidermis Fusarium
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oxysporum, (3) terjadinya perubahan pola DNA pada planlet Cassava yang bersifat tahan
sehingga akan dapat diketahui gen ketahanannya. Oleh karena itu perlu dilakukan kajian
lebih mendalam tentang berbagai hal tersebut sebagai teori baru mekanisme ketahanan
Cassava terhadap jamur F. oxysporum. Hasil penelitian ini diharapkan dapat membantu
masyarakat dalam menanggulangi penyakit tersebut sehingga nantinya akan dapat
meningkatkan kembali kualitas, produksi, dan daya jual Cassava serta pendapatan petani
Cassava di Indonesia.

Universitas Lampung (Unila) telah menetapkan tiga program unggulan, yakni (1)
kearifan lokal, (2) ketahanan pangan dan (3) energi secara khusus dalam Renstra
Penelitian Unila 2016-2020. Program bidang ketahanan pangan, penelitian benih didorong
untuk menghasilkan benih lokal dan unggul. Unila pada saat ini, dalam bidang ketahanan
pangan, memberikan perhatian yang serius terhadap kegiatan penelitian yang terkait
dengan singkong (Cassava). Hal tersebut karena komoditas ini merupakan produk unggulan
Provinsi Lampung. Sejalan dengan pencapaian renstra Unila tersebut (Program bidang
ketahanan pangan), dalam proposal ini diajukan penelitian tentang pengendalian penyakit
Layu Fusarium pada Cassava dengan tujuan jangka panjang: untuk memperoleh varietas
unggul Cassava lokal Lampung tahan Fusarium oxysporum, berdasarkan analisis molekular:
Pola DNA dan karakter ekspresi spesifiknya.

Temuan dan luaran inovasi yang ditargetkan serta konstribusinya pada
pengembangan keilmuan:

1. Ditemukannya mekanisme ketahanan Cassava terhadap penyakit layu Fusarium
dengan teknik Induced Resistance (Ketahanan Terimbas) secara in vitro; dengan
diketahuinya pengetahuan dasar tersebut, nantinya bagi petani Cassava di Lampung
khususnya dan di Indonesia umumnya, dapat mempraktekkan sendiri metode tersebut
secara lebih sederhana.

2. Dalam jangka panjang akan diperoleh bibit (varietas) Cassava tahan penyakit layu
Fusarium; dengan tersedianya bibit Cassava tahan penyakit tersebut, nantinya
diharapkan akan dapat meningkatkan kembali kualitas, produksi, dan daya jual
Cassava serta pendapatan petani Cassava di Lampung khususnya dan Indonesia pada

umumnya.

Rencana Target Capaian pada penelitian ini disajikan pada Tabel 1.



Tabel 1. Rencana Target Capaian dalam penelitian

No Jenis Luaran Indikator
Capaian
Kategori Sub Kategori Wajib | Tambahan TSV
1 | Artikel ilmiah dimuat di Jurnal Internasional ada tidak ada published
terindeks
Nasional tidak tidak ada tidak ada
Terakreditasi ada
2 | Presentasi/makalah dalam Internasional tidak ada dilaksanakan
Seminar ada
Nasional tidak ada dilaksanakan
ada
3 | Laporan penelitian ada tidak ada ada
4 | Draft Tesis disetujui pembimbing ada tidak ada ada
5 | Tingkat Kesiapan Teknologi (TKT) ada ada 2

—

KT 2=Formulasi konsep teknologi dan aplikasinya




BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

A. Ketahanan terimbas (induced resistance).

Pengendalian penyakit secara hayati dapat melalui interaksi antara populasi patogen
dan agens hayati baik secara langsung maupun tidak langsung. Ketahanan terimbas bersifat
tidak spesifik terhadap jenis patogen, sehingga dapat lebih efisien dalam pelaksanaanya
(Agrios 2005). 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 (Vidhyasekaran, 1997;
Agrawal et al., 1999; Lea & Leegood, 1999).

Enzim peroksidase (termasuk kelompok PR-protein) merupakan salah satu senyawa
yang dapat menggambarkan mekanisme ketahanan tanaman terhadap infeksi patogen
(Vidhyasekaran, 1999). PR-protein adalah protein yang dikeluarkan oleh tanaman sebagai
tanggapan terhadap beberapa senyawa pengimbas (inducer). 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), vanili
yang terinfeksi oleh F.oxysporum f. sp. vanillae (Nurcahyani, 2012; Nurcahyani, 2013;
Nurcahyani, 2014; Nurcahyani, 2017); dan anggrek tanah Spathoglottis plicata (Nurcahyani,
2016a; Nurcahyani, 2016b)

Protein tumbuhan anti jamur (PR-protein) telah diklasifikasi menurut Yun et al.
(1997) menjadi 4 kelompok, kemudian diperbarui oleh van Loon & van Strien (1999)
menjadi 14 kelompok dan ditambahkan oleh Park et al. (2004) dan Edreva (2005) menjadi 16
kelompok. Kelompok PR-9 dikenal sebagai enzim peroksidase, merupakan isozim dan
diketemukan hampir pada semua tumbuhan (van Loon & van Strien, 1999; Edreva, 2005).
Enzim proksidase mampu mengkatalisis reaksi senyawa fenolik menjadi senyawa kuinon
dengan menghasilkan H,O, yang bersifat toksik bagi patogen (Jang et al., 2004; Patel et al.,
2007).

Contoh aplikasi gen peroksidase yang diekspresikan dengan reporter gus (f-
glucuronidase) pada tomat (Lycopersicon esculentum) telah dilaporkan oleh Medina (1999),
demikian pula pada ketela rambat (Ipomoea batatas) (Jang et al., 2004). Enzim peroksidase

yang diinduksi oleh patogen berbagai tumbuhan juga telah dilaporkan, misalnya pada
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mentimun (Cucumis sativus) (Alkahtani et al., 2011), Eustoma grandiflorum (Popa et al.,
2009), kacang tanah (Ye & Ng, 2002), kacang kapri (Luhova et al., 2003), Phytolacca dioica
L (Guida et al., 2010), vanili (Nurcahyani et al., 2014), dan Spathoglottis plicata (Nurcahyani
et al., 2016).

Ketahanan yang di induksi oleh Fusarium oxysporum diindikasikan oleh
meningkatnya PR-protein yang termasuk didalamnya: peroksidase, polifenol okidase, kitinase
dan B-1,3 glukanase (Saravanan, 2004; Mei et al., 2004; Leelasuphakul et al, 2006; Khan et
al., 2005; Popa et al., 2009; Alkhatani et al., 2011). Selain bersifat toksik bagi patogen,
enzim peroksidase juga berperan sebagai katalisator dalam proses pembentukan lignin
(Bouizgarne et al., 2006; Patel et al., 2007). Lea & Leegood (1999) mengemukakan bahwa
pembentukan enzim peroksidase akan mendorong terbentuknya lignifikasi melalui jalur
fenilpropanoid dan merupakan mekanisme ketahanan tanaman terhadap infeksi patogen. Pada
tanaman yang tahan terhadap patogen, fase awal infeksi patogen, akan terbentuk lignin yang
tebal pada bagian dinding sel tanaman yang berhubungan dengan patogen, dan menghambat
perkembangan hifa patogen (Stein et al. 1993).

B. Tanaman Singkong atau Cassava (Manihot esculenta Crantz.)

Sebagian besar produksi ubi kayu dunia (lebih dari 90%) berasal dari Afrika Barat.
Pada tahun 2008, Nigeria merupakan penghasil ubi terbesar di dunia, menghasilkan 35,02
juta metrik tones (FAO, 2008).

Indonesia dikenal sebagai negara yang sangat cocok sebagai media tanam
untuk tanaman pangan salah satunya yaitu ubi kayu (Manihot utilissima). Ubi kayu
merupakan komoditas tanaman pangan di Indonesia yang menempati urutan ketiga setelah
padi dan jagung (Ginting 2002). Indonesia adalah negara terbesar kedua penghasil singkong
setelah Nigeria dengan rata-rata total penyediaan selama lima tahun sebesar 9,67 juta ton atau
sebesar 10,61% dari total penyediaan singkong dunia, diikuti dengan Negara Brazil, India
dan United Republik of Tanzania masing-masing berkisar antara 8,67 — 4,96 juta ton atau
sebesar 9,52% — 5,44%, selebihnya menyumbang di bawah 5,30% (Pusadatin, 2013).

Indonesia masih memiliki banyak ketersediaan lahan pertanian yang kosong, sehingga
produksi singkong setiap tahunnya mengalami peningkatan. Sentra lahan singkong di
Indonesia dikuasai oleh provinsi Lampung dengan luas lahan panen 324,100 ha pada tahun
2012. Tahun 2013, produksi singkong di Provinsi Lampung mencapai 8,33 juta ton. Keadaan
ini menjadikan Lampung sebagai penyuplai sepertiga produksi singkong nasional dari
produksi nasional sebesar 23,92 juta ton (Badan Pusat Statistik, 2015).



Dalam perkembangannya, singkong tidak hanya digunakan sebagai bahan pangan
yang dikonsumsi langsung namun juga digunakan sebagai bahan utama beberapa industri
olahan berbahan baku singkong. Penggolongan jenis singkong dapat dibedakan menjadi dua
macam Yyaitu jenis singkong manis yang dapat dikonsumsi langsung dan singkong pahit yang
perlu dilakukan pengolahan terlebih dahulu. Menurut Winarno (2004), singkong dapat
dibedakan menurut warna, rasa, umur dan kandungan sianidanya (HCN), jika singkong
memiliki rasa pahit maka kandungan sianidanya cukup tinggi. Disisi lain, singkong memiliki
kandungan karbohidrat yang tinggi, meskipun rendah akan protein (Prihatman dan Kemal,
2000). Dikalangan masyarakat, singkong diolah menjadi bahan pangan pokok setelah beras
dan jagung.

C. Penyakit Layu Fusarium

Fusarium oxysporum (Fo) patogen pada tanaman dapat bertahan secara alami di
dalam medium tumbuh dan pada akar-akar tanaman sakit. Apabila terdapat tanaman peka,
melalui akar yang luka dapat segera menimbulkan infeksi. (Semangun, 2001; Hadisutrisno,
2004). Perakaran menjadi busuk dan dapat meluas ke atas sampai ke pangkal batang. Jika
akar rimpang dipotong akan tampak bahwa epidermis dan hipodermis berwarna ungu, sedang
phloem dan xylem berwarna ungu merah jambu muda. Akhirnya seluruh akar rimpang
menjadi berwarna ungu (Semangun, 2001)

Fusarium oxysporum terkenal karena menyebabkan kondisi yang disebut layu
Fusarium, yang mematikan bagi tanaman. Pada saat tanaman menunjukkan tanda-tanda
gejala penyakit dari infeksi patogen, maka untuk pengendaliannya sudah terlambat, dan
tanaman akan mati. Selain itu, F. oxysporum tidak diskriminatif, mereka dapat menyebabkan
penyakit di hampir setiap tanaman pertanian penting. F. oxysporum terbukti sangat sulit
diberantas karena spora F. oxysporum juga dapat bertahan di udara untuk jangka waktu yang
lama, sehingga rotasi tanaman bukan merupakan metode kontrol yang tepat (Djaenuddin,
2003).

D. Asam fusarat

Asam fusarat (AF) diketahui merupakan hasil metabolit sekunder yang dihasilkan
oleh jamur Fusarium heterosporum Nee. dan salah satu toksin yang bertanggung jawab
terhadap timbulnya gejala layu pada beberapa tanaman (Landa et al., 2002).

Bouizgarne et al. (2006) menyatakan konsentrasi AF yang nontoksik (di bawah 107
M) dapat mengimbas sintesis fitoaleksin, suatu bentuk tanggapan tanaman untuk

menghambat aktivitas patogen. Melalui metode ini telah banyak dilakukan penelitian dan
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telah berhasil mendapatkan sifat ketahanan terhadap penyakit layu Fusarium seperti pada

pisang, gandum, anggrek tanah, anyelir, dan vanili. Penggunaan AF sebagai agens penyeleksi

dalam seleksi in vitro dapat menghasilkan sel atau jaringan mutan yang insensitif terhadap

AF, sehingga setelah diregenerasikan menjadi tanaman dapat menghasilkan galur yang

resisten terhadap infeksi patogen.

E. Deteksi mutan dengan PCR

Seiring dengan semakin berkembangnya teknologi yang berbasis marka DNA, maka
saat ini telah ditemukan tiga tipe marka DNA dengan segala kelebihan dan kekurangan
masing-masing (Semagn et al., 2006). Ke tiga tipe marka DNA adalah: (1) marka yang
berdasarkan pada hibridisasi DNA (RFLP); (2) marka yang berdasarkan pada reaksi rantai
polymerase RAPD dan AFLP; dan (3) marka yang berdasarkan pada PCR dengan
menggunakan primer yang menggabungkan sekuen komplementer spesifik dalam DNA
sasaran. (Azrai, 2005; Semagn et al., 2006).

Marka molekular yang dapat dimanfaatkan dalam mengkaji ketahanan planlet S.
plicata terhadap Fusarium oxysporum antara lain: RAPD. Prinsip kerja marka RAPD adalah
berdasarkan perbedaan amplifikasi PCR pada sampel DNA dari sekuen oligonukleotida
pendek yang secara genetik merupakan kelompok marka dominan (Williams et al. 1990;
Welsh & McClelland, 1990). Keunggulan dari teknik analisis menggunakan marka RAPD
antara lain adalah (1) kuantitas DNA yang dibutuhkan sedikit, (2) hemat biaya, (3) mudah
dipelajari, dan (4) primer yang diperlukan sudah banyak dikomersialisasikan sehingga mudah
diperoleh (Bardakci, 2001; Semagn et al., 2006).

F. Studi pendahuluan yang telah dilaksanakan dan hasil yang sudah dicapai

Studi pendahuluan yang sudah dilakukan meliputi:

1. In vitro propagasi Cassava yang bertujuan untuk mendapatkan planlet dalam jumlah
banyak untuk stok pengujian tahap penelitian berikutnya secara efisien. Efisiensi waktu ini
penting untuk mendapatkan secara cepat dengan mencoba beberapa organ meristem dan
variasi medium.

2.Telah dilakukan seleksi planlet Cassava dengan asam fusarat berbagai konsentrasi (0, 20,
40, 60, dan 80 ppm) yang bertujuan untuk memperoleh kandidat mutan. Beberapa galur

mutan akan diuji dengan inokulan jamur F. oxysporum
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Hasil studi pendahuluan yang sudah dicapai meliputi:

1. In vitro propagasi planlet Cassava
Dari penelitian pendahuluan yang telah dilakukan diperoleh bahwa medium dengan
komposisi MS+BAP 1 mg/l dihasilkan planlet dengan pertumbuhan paling cepat
dibandingkan dengan yang lain.

2. Seleksi Planlet Cassava dengan Asam Fusarat
Seleksi planlet Cassava dengan AF konsentrasi 0, 20, 40, 60, dan 80 ppm diperoleh hasil
bahwa konsentrasi AF toleran untuk pertumbuhan optimum adalah 20 ppm-80 ppm. Hasil
seleksi in vitro dengan AF yang disubkultur pada medium multiplikasi menghasilkan
jumlah planlet Cassava hidup sebesar 22,24% (20 ppm), 17,10% (40 ppm), dan 15,69%
(60 ppm), 10,59% (80 ppm) yang insensitif terhadap AF. Selanjutnya planlet-planlet
tersebut disubkultur untuk mendapatkan kandidat yang stabil. Kandidat tersebut akan
diseleksi pada tahap berikutnya dengan inokulat F. oxysporum, kemudian di analisis
aktivitas enzim peroksidase, ketebalan lignin, kandungan fenol, kandungan klorofil, dan

pola DNA nya.
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BAB 3. METODE PENELITIAN
Penelitian ini dilakukan mulai bulan April 2018 sampai dengan bulan Oktober 2018 di
Laboratorium Botani ruang In Vitro, Jurusan Biologi, FMIPA Universitas Lampung;
Laboratorium Rekayasa Genetika, Pusat Studi Bioteknologi, UGM. Bahan penelitian berupa
planlet Cassava yang diimbas asam fusarat. Roadmap riset disajikan pada Gambar 1.

A. Roadmap riset

ANALISIS POLA DNA DAN KARAKTERISASI CASSAVA
(Manihot esculenta Crantz.) HASIL INDUCED RESISTANCE

TERHADAP Fusarium oxysporum

PENELITIAN PENDAHULUAN (*)

Seleksi in vitro planlet Cassava dengan asam fusarat (*)

1. Medium MS + asam fusarat (AF) konsentrasi 0, 20, 40, 60, dan 80 ppm (*)

2. Penanaman planlet Cassava secara in vitro (*)

3. Pengamatan parameter pertumbuhan (persentase planlet hidup, tinggi & jumlah tunas,
jumlah daun & akar) (*)

[

. s

PENELITIAN TAHUN I (dalam proposal ini )(**)

Pengujian ketahanan planlet terhadap Fusarium oxysporum (Fo) (**)

1. Subkultur pada planlet yang tahan terhadap AF (**)

2. Penyiapan isolat Fo dan inokulasi Fo terhadap planlet secara in vitro (**)
Pengamatan karakter anatomi dan uji biokimia Cassava hasil pengimbasan AF (**)
1. Kandungan fenol dan lignin pada planlet (**)

2. Uji Aktivitas Peroksidase dan klorofil pada planlet Cassava (**)

Pengamatan Pola DNA Cassava tahan Fo (**)

1. Menggunakan metode RAPD untuk analisis pola DNA (**)

-

PENELITIAN TAHUN Il (***)

1. Propagasi bibit Cassava mutan tahan Fo (***)

2. Aklimatisasi bibit Cassava mutan tahan Fo di rumah kasa (***)

3. Uji ketahanan Cassava terhadap Fo di rumah kasa (***)

4. Analisis Kandungan total fenol, karbohidrat, dan indeks stomata mutan Cassava tahan Fo (***)
5. Analisis Sequensing daerah ITS r-DNA mutan Cassava tahan Fo (***)

Lo |

PENELITIAN TAHUN I11 (****)

1. Propagasi bibit Cassava mutan tahan Fo

2. Analisis DNA mutan Cassava menggunakan probe dalam Southern blot.

3. Aklimatisasi bibit Cassava mutan tahan Fo di lapangan

4. Analisis dampak terhadap lingkungan: Uji observasi dan adaptasi mutan Cassava tahan Fo
terhadap lingkungan.

5. Uji di lapangan pada beberapa sentra lokasi Cassava endemik busuk akar (Fo)

6. Apabila uji coba bibit Cassava mutan tahan Fo di lapangan tersebut berhasil, selanjutnya
bibit mutan dipatenkan, kemudian lisensinya dijual ke perusahaan swasta untuk diproduksi
massal

Gambar 1. Roadmap Riset
Keterangan:
* : Penelitian Pendahuluan yang sudah dilakukan 12

(**) : Penelitian Tahun | (dilakukan dalam PPS 2018)
(***) : Penelitian Tahun |1
(****) : Penelitian Tahun I11



Tahapan penelitian pada penelitian ini (Tahun 1) disajikan dalam bentuk bagan alir

seperti tercantum dalam Gambar 2.

Perlakuan
Penelitian 1*ﬂ

4

Propagasi planlet Cassava
secara in vitro

Terjadi pertumbuhan tunas,
daun dan akar pada planlet

Planlet dalam jumlah banyak
untuk stok pengujian tahap

= berikutnya.
Penelitian Z*ﬂ
Seleksi planlet Cassava . Planlet pada konsentrasi Konsentrasi AF toleran
dengan AF pada berbagai toleran masih mengadakan  [= [ untuk seleksi planlet
konsentrasi pertumbuhan dengan pertumbuhan
optimum
Penelitian 3**ﬂ
Pengujian ketahanan planlet Planlet yang tahan tidak Terbentuknya ketahanan
hasil pengimbasan AF menunjukkan gejala penyakit —=p| pada planlet hasil
terhadap Fo layu Fusarium pengimbasan AF
Penelitian 4.a. **
Pengamatan pola DNA pada Munculnya pita DNA baru Terdapat pola DNA pada
planlet Cassava hasil (spesifik) yang diprediksi = planlet hasil pengimbasan
pengimbasan AF dengan merupakan kandidat PR-gen AF yang mencirikan gen
metode RAPD (marker) yg mengkode ketahanan Cassava yang
peroksidase tahan
Penelitian 4.b.**

— Munculnya karakter spesifik Terdapat sifat spesifik
Karakterisasi planlet planlet: peningkatan aktivitas planlet: peningkatan
Cassava: analisis aktivitas enzim peroksidase dan aktivitas enzim peroksidase
enzim peroksidase dan kandungan fenol = dan fenol.
kandungan fenol.

Penelitian 5**

Karakterisasi planlet Munculnya karakter spesifik Terdapat sifat spesifik
Cassava: analisis planlet: kandungan klorofil, planlet: kandungan klorofil
kandungan klorofil dan dan ketebalan lignin =p| dan ketebalan lignin.

ketebalan lignin.

Gambar 2. Bagan alir tahapan penelitian
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Berikut ini diuraikan metode penelitian dari tahap kegiatan yang dilaksanakan dalam
penelitian ini (Tahun 1).
1. Pengujian ketahanan planlet Cassava terhadap F. oxysporum

Inokulasi dilakukan menurut teknik Hadisutrisno (1995). Inokulasi Fo dilakukan
secara langsung pada planlet dalam botol kultur. Mikrokonidium jamur Fo dengan kerapatan
spora 1,7 x 10* per mL diteteskan pada planlet 1-2 tetes. Kemudian diinkubasikan pada suhu
kamar (25 °C) selama 24 jam. Pengamatan dilakukan mulai hari ke-3 setelah inokulasi
selama 4 minggu. Intensitas penyakit dihitung berdasarkan indeks kelayuan menurut He et al.
(2002) yang telah dimodifikasi. Tingkat ketahanan tanaman ditentukan berdasarkan skoring
dengan mengacu pada ketentuan Wibowo (2002).
2. Pola DNA planlet Cassava

Isolasi DNA dengan menggunakan kit Nucleon Phytopure RPN-8511 (Daryono &
atsuaki, 2002). Untuk analisis PCR, disiapkan DNA template yang telah dilarutkan dalam TE,
ice box, dan primer yang digunakan (Tabel 1). Kemudian dibuat premix PCR dengan
komposisi: kit KAPPA2G Fast ReadyMix sebanyak 12,5 uL, primer 2,5 pL pada konsentrasi
100 puM, DNA template 1,0 pL pada konsentrasi 40 ng/uL, dan dH,O sebanyak 9,0 pL,

sehingga volume totalnya adalah 25,00 L.
Tabel 2 . Primer RAPD

No Primer Urutan Nukleotida (5°—3”) Referensi
1 OPB_14 TCCGCTCTG G Minoo et al., 2008
2 OPB_20 GGACCCTTAC Minoo et al., 2008

Selanjutnya premix di amplifikasi dengan mesin PCR (GeneAmp 2400). Kondisi reaksi
untuk pelaksanaan proses PCR-RAPD mengikuti metode Williams et al. (1990) yang
dimodifikasi. Kemudian dilakukan elektroforesis. Selanjutnya di running pada tegangan 100
volt selama kurang lebih 30 menit.Visualisasi hasil running elektroforesis pada gel dilakukan
dengan menggunakan UV transiluminator dan difoto sebagai dokumentasi.

3. Aktivitas enzim peroksidase

Aktivitas enzim peroksidase dianalisis dengan metode dari Saravanan et al. (2004).
Dibuat campuran 1,5 mL 0,05 M pirogalol, 0,5 ml ekstrak enzim dari daun planlet S. plicata,
dan 0,5 mL 1% H,0, . Campuran diendapkan dalam suhu kamar dan dimasukkan ke dalam
kuvet berukuran 0,5 mL. Spektrofotometer (Beckman DU-65) diatur dengan panjang
gelombang 420 nm dan dibaca dari nol. Pada tahap awal ditambahkan 100 uL 1% H,0, pada
kuvet yang sudah terisi campuran sampel dan dibaca selama 5 menit. Aktivitas enzim
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dihitung dalam U/mg/min. Satu unit adalah aktivitas berubahnya OD 420 nm pada
spektrofotometer per menit.

4. Analisis Fenol Total

Analisis senyawa fenol total menggunakan metode Singleton & Rossi (Aberouman &
Deokule, 2008). Penyiapan kurva kalibrasi standar senyawa fenol asam galat digunakan
sebagai larutan standar. Penyiapan planlet sampel disiapkan menurut metode Ozygi et al.
(2007). Pengukuran fenol total dilakukan dengan mengambil supernatan sebanyak 0,5 mL
dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL, ditambah 250 pL reagen Folin-Ciocalteu, setelah
didiamkan selama 5 menit lalu ditambahkan 1 mL Na,CO;. Sesudah tercampur rata,
dimasukkan ke dalam kuvet dengan volume 5 mL dan diamati nilai serapan pada panjang
gelombang 765 nm menggunakan spektrofotometer (Beckman DU-65), sebagai kontrol
digunakan akuades. Berdasarkan nilai serapan kemudian ditentukan kandungan senyawa
fenol berdasarkan persamaan regresi asam galat yaitu hubungan antara nilai serapan ekstrak
planlet dan seri kepekatan asam galat.

Analisis data

Data yang diperoleh dari pertumbuhan planlet Cassava selama seleksi dengan AF
berupa data kualitatif dan data kuantitatif. Data kualitatif disajikan dalam bentuk deskriptif
komparatif dan di dukung foto. Data kuantitatif ditabulasi dengan faktor konsentrasi yang
berbeda dan ulangan 30 eksplan per perlakuan.

Analisis data pada penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL),
sedangkan data kuantitatif dari setiap parameter dianalisis dengan menggunakan Analisis
Ragam (Analysis of Variance) atau Anova dengan tingkat kepercayaan 95%. Apabila ada
beda nyata dilanjutkan dengan Uji Jarak Berganda dari Duncan atau DMRT (Duncan
Multiple Range Test) pada taraf kepercayaan 95% (Gomes & Gomes, 1984).

KEMAJUAN STUDI MAHASISWA PASCASARJANA YANG TERLIBAT:
Mahasiswa Pascasarjana Biologi FMIPA Unila yang terlibat ada 2 orang mahasiswa yaitu:

1. Evi Yunita Sari NPM: 1727021002

2. Tika Lidia Sari NPM: 1727024005

Kedua mahasiswa tersebut :

1. Sudah melakukan Pengajuan Tema Penelitian Tesis
2. Mahasiswa aktif Program Studi Magister Biologi
3. Sudah melakukan Penelitian Pendahuluan

4. Sudah melakukan Seminar Usul

5. Seminar Hasil akan dilakukan pada bulan Desember 2018
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian dibagi dalam empat bagian, dimulai dari: 1) hasil seleksi planlet
Cassava menggunakan asam fusarat (AF), untuk memperoleh kisaran konsentrasi AF toleran
pada planlet Cassava dengan pertumbuhan optimum; 2) hasil uji ketahanan planlet Cassava
terhadap Fusarium oxysporum (Fo), yang meliputi: (a) hasil inokulasi Fo pada planlet
Cassava,; 3) hasil karakterisasi planlet Cassava akibat pengimbasan AF, meliputi: (a) analisis
aktivitas enzim peroksidase; (b) analisis lignin; (c) analisis fenol; (d) analisis klorofil 4) hasil
analisis pola DNA RAPD-PCR pada planlet Cassava yang diimbas AF dan kontrol; Hasil

penelitian dan pembahasannya berturut-turut disajikan sebagai berikut.

A. Seleksi in vitro planlet Spathoglottis plicata dengan asam fusarat

Seleksi planlet Cassava dengan menggunakan asam fusarat (AF) dilakukan dengan
menanam planlet pada medium Murashige dan Skoog (MS) yang ditambahkan dengan asam
fusarat (AF) dengan konsentrasi 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, dan 80 ppm, serta planlet yang
tidak ditambahkan dengan AF (0O ppm) sebagai kontrol. Planlet kemudian diinkubasikan
dalam waktu 4 minggu. Planlet Cassava yang ditanam pada medium MS dengan penambahan

AF berbagai konsentrasi disajikan pada Gambar 3.

Gambar 3. Planlet Cassava yang ditanam pada medium MS dengan penambahan AF berbagai
konsentrasi umur empat minggu. A= kontrol (0 ppm), B= konsentrasi AF (20 ppm),
C= konsentrasi AF (40 ppm), D= konsentrasi AF (60 ppm), dan E= konsentrasi AF

(80 ppm).
Hasil seleksi planlet Cassava berdasarkan persentase jumlah planlet hidup dengan

berbagai konsentrasi AF disajikan pada Tabel 3.
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Tabel 3. menunjukkan bahwa pada minggu | dan Il pada konsentrasi 20, 40, 60, 80
ppm, dan kontrol persentase jumlah planlet hidup mencapai 100%. Planlet Cassava yang
diperlakukan dengan konsentrasi 20 ppm dan kontrol pada minggu IV tidak mengalami
kematian, sedangkan pada konsentrasi 4, 60, dan 80 ppm mengalami kematian seperti tertera
pada Tabel 3.

Tabel 3. Persentase jumlah planlet hidup hasil seleksi dengan asam fusarat

Konsentrasi  Persentase jumlah planlet hidup pada minggu (%0)
Asam fusarat

(ppm) [ I 1 v
0 100 100 100 100
20 100 100 100 100
40 100 100 75,6 87,0
60 100 100 83,4 89,5
80 100 100 85,5 96,5

B. Pengujian ketahanan planlet Cassava terhadap F. oxysporum

Inokulasi dilakukan menurut teknik Hadisutrisno (1995). Tingkat ketahanan tanaman
ditentukan berdasarkan skoring dengan mengacu pada ketentuan Wibowo (2002).

Setelah diperoleh planlet-planlet yang tahan terhadap AF pada seleksi dengan AF,
selanjutnya diuji ketahanannya terhadap jamur Fusarium oxysporum (Fo).

Metode inokulasi yang digunakan dalam uji ketahanan planlet Cassava dengan
menginokulasikan secara langsung suspensi mikrokonidium jamur Fo dengan kerapatan
konidium 1,7 x 10* per ml pada planlet sebanyak 1-2 tetes di dalam botol kultur secara in
vitro, dengan ulangan setiap perlakuan sebanyak 3 kali, kemudian diinkubasikan pada suhu
kamar (25 ‘C) selama 24 jam). Berdasarkan pengamatan dengan menghitung jumlah daun
planlet yang dilakukan setiap hari selama 4 minggu, menunjukkan adanya gejala layu pada
planlet Cassava di dalam botol kultur. Perlakuan inokulasi ini dilakukan secara in vitro,
sehingga kondisi lingkungan bisa dijaga.

Berdasar pengamatan terhadap planlet Cassava hasil pengimbasan yang diuji tampak
bahwa pada hari ke-4 setelah inokulasi muncul gejala daun layu pada kontrol. Gejala daun
layu juga muncul pada perlakuan 0, 20, 40 dan 60 ppm pada hari ke- 12, 20 dan 28. Gejala
tersebut merupakan karakteristik layu Fusarium (Hadisutrisno, 2004), sehingga dapat
dilakukan perhitungan persentase daun layu atau kuning.
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Selanjutnya, berdasarkan skoring terhadap gejala daun layu atau kuning yang muncul
maka dapat diketahui persentase intensitas penyakit dan kriteria ketahanan dari masing-
masing perlakuan (Tabel 4).

Tabel 4. Intensitas penyakit hasil uji ketahanan dan tingkat ketahanan planlet
Cassava pada setiap perlakuan asam fusarat

Perlakuan Hari pengamatan
5 13 21 29

IP Kriteria IP Kriteria IP Kriteria 1P Kriteria

(%) Ketahanan (%) Ketahanan (%) Ketahanan (%) Ketahanan
Kontrol 70,23 | Rentan 96,54 | Rentan 93,45 | Rentan 100,00 | Rentan
20 ppm 60,32 | Rentan 89,45 | Rentan 91,53 | Rentan 100,00 | Rentan
40 ppm 29,05 | Moderat 34,66 | Moderat 39,45 | Moderat 49,00 Moderat
60 ppm 31,32 | Moderat 39,45 | Moderat 49,00 | Moderat 49,00 Moderat
80 ppm 00,00 | Tahan 25,00 | Tahan 25,00 | Tahan 25,00 Tahan

Keterangan: IP= Intensitas Penyakit

Berdasarkan Tabel 4, dapat diketahui bahwa perlakuan AF 80 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 Cassava terhadap penyakit layu Fusarium.

C. Pola DNA planlet Cassava
Dalam tahap ini telah berhasil diisolasi total genom DNA daun planlet Cassava hasil

pengimbasan AF pada konsentrasi 20, 40, 60, 80 ppm dan tidak diimbas dengan AF (kontrol)
untuk sejumlah sampel acak, dengan menggunakan kit Nucleon Phytopure RPN-8511.
Analisis DNA pada planlet Cassava didahului dengan mengukur kualitas dan kuantitas DNA
planlet Cassava. Untuk analisis pola DNA, secara acak diambil masing-masing 1 sampel
daun Cassava yang rentan (20 ppm), moderat (40 ppm dan 60 ppm) dan tahan (80 ppm), serta
kontrol sehingga diperoleh 5 sampel.
a. Analisis pita RAPD

Berdasarkan hasil amplifikasi sequence DNA dengan menggunakan 2 primer pada 5
sampel planlet Cassava kontrol dan diimbas AF (konsentrasi 20, 40, 60, dan 80 ppm)
menghasilkan total 20 pita DNA. Jumlah pita hasil amplifikasi PCR-RAPD dari 5 sampel

planlet Cassava tersebut disajikan pada Tabel 5.
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Tabel 5. Jumlah pita hasil amplifikasi PCR-RAPD pada planlet Cassavakontrol dan diimbas
asam fusarat (20, 40, 60, dan 80 ppm)

No Primer Urutan Basa Jumlah Jumlah Jumlah Ukuran
Nukleotida Pita Pita Pita Mono Pita RAPD
(5°-3%) RAPD  Polimorfik morfik (bp)
1 OPB 14 TCCGCTCTGG 05 01 04 150 — 1300
2 OPB 20 GGACCCTTAC 07 01 06 100 — 1150
Total 12 02 10 100 - 1300
Keterangan:
bp: base pair

Pita= band= fragmen

Tabel 5 menunjukkan bahwa secara keseluruhan, amplifikasi 2 primer (OPB_14 dan
OPB_20) menghasilkan jumlah pita DNA sebesar 7 (OPB_20), dan 5 (OPB_14) per primer
pada ukuran pita DNA antara 100 bp sampai 1300 bp.

Hasil penelitian pada planlet kontrol dan yang diimbas AF, dengan menggunakan 2
primer, menghasilkan jumlah pita DNA sebesar 7 (OPB_20), dan 5 (OPB_14) per primer
pada ukuran pita DNA antara 100 bp sampai 1300 bp.

Elektroforesis hasil amplifikasi PCR-RAPD dengan 2 primer tersebut menghasilkan 4
pola pita DNA. Pola pita DNA planlet cassava yang tidak diimbas (kontrol) maupun diimbas
AF (konsentrasi 20, 40, 60, dan 80 ppm) pada masing-masing primer disajikan pada Tabel 6
dan 7.

1. Primer OPB_14

Primer OPB_14 menghasilkan dua pola pita DNA seperti tersaji pada Tabel 6.

Pada Tabel 6 menunjukkan bahwa pita DNA ukuran 150, 250, 400, dan 750 bp terbentuk
pada semua sampel, baik pada planlet Cassava kontrol maupun yang diimbas AF. Pada
planlet Cassava yang diimbas AF terdapat pita DNA baru (spesifik) dengan ukuran 1400 bp.
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Tabel 6. Pola pita DNA planlet Cassava kontrol dan diimbas asam fusarat (konsentrasi 20, 40, 60,
dan 80 ppm) dengan primer OPB_14

Pola pita DNA-1 Pola pita DNA-2
Sampel Ukuran DNA  Sampel Ukuran DNA

(bp) (bp)

150 150

SoUs 250 S1Ug, SaUs, 250
400 S3Us3 S4Us, 400

750 750

1300

Keterangan: Pola pita DNA-1: SoU3 (kontrol) menghasilkan 4 pita yang identik; Pola pita DNA-2:
S;:U;, S;U;, S3Us, S4U, menghasilkan 5 pita yang identik, dan 4 diantaranya sama
dengan kontrol, serta 1 pita baru/spesifik (*)

2. Primer OPB_20

Primer OPB_20 menghasilkan dua pola pita DNA seperti tersaji dalam Tabel 7.

Tabel 7. Pola pita DNA planlet Cassava kontrol dan diimbas asam fusarat (konsentrasi 20, 40, 60,
dan 80 ppm) dengan primer OPB_20

Pola Pita DNA-1 Pola Pita DNA-2
Sampel | Ukuran DNA | Sampel | Ukuran DNA

(bp) (bp)

(100 100

150 SiUp 150

S()U3 250 SZUQ 250
300 S3Us 300

500 SiUy 500
L 800 800

\ 1150

Keterangan: Pola pita DNA-1: SoUs (kontrol) menghasilkan 6 pita yang identik; Pola pita
DNA-2: S;U4, S;U,, S3U3, S4U; menghasilkan 7 pita yang identik, dan 6  diantaranya
sama dengan kontrol, serta 1 pita baru/spesifik (*)

Pada Tabel 7 menunjukkan pita DNA ukuran 100, 150, 250, 300, dan 500, dan 800
bp terbentuk pada semua sampel baik pada kontrol maupun yang diimbas AF. Pada planlet
Cassava yang diimbas AF terdapat pita DNA baru (spesifik) dengan ukuran 1250 bp..

Hasil amplifikasi DNA planlet Cassava dengan menggunakan primer OPB_14 dan
OPB_20, menunjukkan bahwa pola pita DNA planlet Cassava yang kontrol berbeda dengan
pola pita DNA planlet Cassava yang diimbas AF. Planlet Cassava yang diimbas AF baik
konsentrasi 20, 40, 60 maupun 80 ppm menghasilkan 1 pita DNA yang berbeda ukurannya

dengan planlet Cassava kontrol, yaitu pita DNA berukuran 1300 bp (OPB_14) dan 1250 bp
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(OPB_20), sehingga pita DNA ini dapat dijadikan sebagai pembeda antara planlet Cassava
kontrol dan planlet Cassava yang diimbas AF. Pita DNA ini dinamakan sebagai penanda
RAPD OPB_ 14130 dan RAPD OPB_20;350.

Hasil penelitian ini didukung oleh penelitian Esmaiel et al. (2012), mengemukakan
bahwa penanda RAPD dapat digunakan untuk membedakan planlet Carnation (Dianthus
caryophylus L.) yang tahan terhadap Fusarium oxysporum f. sp. dianthi dan planlet yang
sensitif terhadap jamur tersebut secara in vitro. Soliman (2012) dan Parida et al. (2010)
menggunakan RAPD untuk mengevaluasi kestabilan genetik planlet Apricot (Prunus
armeniaca L.) dan Kaempferia galanga, hasil mikropropagasi secara in vitro dibandingkan
dengan induknya. Karun et al. (2008), telah dapat membedakan planlet pinang (Areca
catechu L.) yang tahan terhadap penyakit Yellow Leaf Disease (YLD) dengan planlet yang
sensitif secara in vitro.

Berdasarkan uraian di atas, dapat dinyatakan bahwa planlet Cassava kontrol (rentan)
secara genetik berbeda dengan planlet Cassava yang diimbas AF pada konsentrasi 20, 40, 60
dan 80 ppm (moderat dan tahan) terhadap Fusarium oxysporum, penyebab penyakit layu

fusarium.

D. Aktivitas enzim peroksidase

Aktivitas enzim peroksidase dianalisis dengan metode dari Saravanan et al. (2004).
Hasil analisis aktivitas enzim peroksidase planlet Cassava yang di tanam pada medium VW
dengan penambahan berbagai konsentrasi AF di sajikan dalam suatu histogram pada Gambar
4.

0,5
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0,3

0,2

0,1 ' W Aktivitas peroksidase
0 7

Aktivitas PO
(Unit/mg/menit)

0 20 40 60 80

Konsentrasi Asam Fusarat (ppm)

Gambar 4. Histogram hubungan antara aktivitas enzim peroksidase planlet Cassava yang
tidak diimbas (kontrol) dan diimbas asam fusarat (20, 40,60, dan 80 ppm)
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Gambar 4 menunjukkan bahwa terjadi peningkatan aktivitas enzim peroksidase yang
signifikan dari empat konsentrasi AF yang berbeda. Pada kontrol (0 ppm) menghasilkan
aktivitas enzim peroksidase sebesar 0,14 U/mg/min. Konsentrasi AF 20 ppm mengakibatkan
aktivitas enzim peroksidase meningkat sebesar 0,28 U/mg/min, konsentrasi AF 40 ppm
menyebabkan aktivitas enzim peroksidase menjadi 0,35 U/mg/min, konsentrasi AF 60 ppm
menghasilkan aktivitas enzim peroksidase 0,39 U/mg/min, dan pada konsentrasi AF 80 ppm
menghasilkan aktivitas enzim peroksidase sebesar 0,45 U/mg/min. Peningkatan aktivitas
enzim peroksidase sejalan dengan meningkatnya cekaman AF. Fakta ini didukung oleh
penelitian Alkahtani et al. (2011), yang meneliti berbagai perlakuan cekaman abiotik
terhadap mentimun dapat meningkatkan aktivitas enzim peroksidase. Selanjutnya Sprecher et
al. (1993) meneliti aktivitas enzim peroksidase pada Myriophyllum spicatum L. dan Hydrilla
verticillata. Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas enzim peroksidase meningkat 2-3

kali dibanding kontrol setelah diinduksi oleh cekaman herbisida.

G. Analisis Fenol Total

Penyiapan kurva kalibrasi standar senyawa fenol asam galat digunakan sebagai larutan
standar. Penambahan kandungan fenol total pada planlet Cassava hasil pengimbasan AF yang
di inokulasikan F. oxysporum juga merupakan salah satu indikator adanya mekanisme
ketahanan secara in vitro. Pengukuran kadar fenol total pada planlet Cassava menggunakan
metode Aberouman and Deokule (2008). Kadar fenol total (%) planlet Cassava hasil
pengimbasan asam fusarat disajikan pada Tabel 7

Tabel 8. Kadar fenol total (%) planlet Cassava hasil pengimbasan
asam fusarat

Perlakuan Kandungan Fenol
(ppm) Total
(%)
0 541
20 6,35
40 6,54
60 6,88
80 6,92

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak
berbeda nyata pada derajat kepercayaan 95% BNT
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Pada Tabel 8 di atas terlihat peningkatan fenol total sejalan dengan semakin meningkatnya
konsentrasi AF. 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%. Peningkatan senyawa fenol total pada planlet Cassava yang diimbas AF, merupakan

bukti yang lain dari peningkatan ketahanan tanaman dalam menahan laju infeksi Fo.

BAB VI. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil dan pembahasan yang telah diuraikan di muka dapat diambil

kesimpulan dan saran sebagai berikut.

1. Kisaran konsentrasi Asam Fusarat toleran untuk seleksi planlet Cassava adalah 20-80 ppm

2. Secara in vitro penekanan jamur Fo menggunakan Asam Fusarat konsentrasi 80 ppm lebih
efektif dibandingkan dengan konsentrasi 20, 40 dan 60 ppm, konsentrasi AF 80 ppm
mampu mengimbas ketahanan yang paling baik sehingga mampu menekan intensitas
penyakit hingga 25%, dan menaikkan kriteria ke tahan

3. Semakin meningkat konsentrasi Asam Fusarat maka meningkat pula aktivitas enzim
peroksidase, kandungan fenol total pada planlet Cassava tahan Fo.

4. Pita DNA spesifik mempunyai ukuran bervariasi tergantung dari primer yang digunakan.
Pita DNA spesifik dengan ukuran 1300 bp (OPB_14) dan 1150 bp (OPB_20), dapat
diprediksi sebagai kandidat marker RAPD untuk ketahanan planlet Cassava terhadap

Fusarium oxysporum.
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RINGKASAN

Anggrek bulan (Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.) merupakan anggrek asli dari Indonesia dan
salah satu bunga nasional Indonesia, dikenal sebagai Puspa Pesona, serta masuk ke dalam daftar
spesies yang terancam kepunahannya. Anggrek bulan juga merupakan salah satu tanaman anggrek
yang banyak diminati oleh berbagai kalangan karena keindahan bentuk dan warna bunganya, tetapi
produksi anggrek bulan di Indonesia masih tertinggal jauh dibandingkan dengan negara-negara lain
seperti Thailand, Taiwan, Singapura dan Australia.

Penyakit layu Fusarium dan cekaman kekeringan masih merupakan kendala produksi dalam
budidaya anggrek bulan [Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.]. Penyakit layu Fusarium disebabkan oleh
jamur Fusarium oxysporum (Fo) yang sampai sekarang masih belum bisa diatasi secara efektif. Selain
penyakit, ketersediaan air yang tidak memadai menjadi permasalahan bagi para petani anggrek.
Kekeringan hampir terjadi di setiap tahun, sehingga mampu menjadi pembatas utama pertumbuhan
tanaman yang diakibatkan oleh tingkat kekeringan. Penggunaan bibit (varietas) anggrek bulan P.
amabilis yang tahan penyakit layu Fusarium dan cekaman kekeringan dengan hasil tinggi diharapkan
merupakan alternatif pengendalian penyakit dan cekaman kekeringan yang penting.

Penelitian pendahuluan pengimbasan ketahanan (Induced Resistance) anggrek P.amabilis
dengan asam fusarat (AF) dan Polyethylene Glycol (PEG) telah dimulai, dan ditemukan indikasi
konsentrasi AF dan PEG toleran untuk seleksi planlet in vitro yang tahan atau resisten. Untuk
memperoleh gambaran mekanisme terbentuknya ketahanan tanaman terimbas, maka perlu dilakukan
kajian lebih mendalam tentang pola DNA dan karakter spesifik dari P. amabilis yang tahan terhadap
Fusarium oxysporum (Fo) dan cekaman kekeringan.

Tujuan jangka panjang dalam penelitian ini adalah memperoleh bibit (varietas) P. amabilis
yang tahan terhadap Fo dan cekaman kekeringan. Target khusus yang ingin dicapai dalam penelitian
ini adalah (1)Teori baru tentang mekanisme ketahanan P. amabilis terhadap Fo dan kekeringan (2)
Karakter spesifik P.amabilis yang tahan Fo dan kekeringan, dan (3) Pola DNA P. amabilis tahan Fo
dan kekeringan. Teori baru hasil penelitian ini diharapkan akan menjadi acuan metode ketahanan
terimbas pada tanaman anggrek, khususnya P. amabilis, di Indonesia terhadap penyakit layu
Fusarium dan cekaman kekeringan.

Tahapan kegiatan yang akan dilakukan meliputi: (1) Pengujian ketahanan P. amabilis

terhadap Fo dan PEG secara in vitro, diharapkan akan diperoleh planlet P. amabilis yang bersifat
tahan penyakit layu Fusarium dan kekeringan, (2) Analisis prolin, diharapkan akan terbentuk
ketahanan planlet P. amabilis terhadap cekaman kekeringan, (3) Analisis enzim peroksidase
(Patogenesis-Related protein/PR-protein), yang diduga akan mendegradasi epidermis Fo, dan (4)
Analisis pola DNA P. amabilis, dengan metode RAPD, diharapkan dapat diketahui pola dari gen
ketahanan P. amabilis yang tahan Fo dan cekaman kekeringan.
Hasil penelitian pada ketahanan layu fusarium menunjukkan bahwa: 1). Konsentrasi asam fusarat
toleran untuk seleksi planlet P. amabilis adalah 40 ppm. 2). Terjadi peningkatan aktivitas enzim
peroksidase, kandungan klorofil total, klorofil a, klorofil b, serta kandungan karbohidrat terlarut total |
pada planlet P. amabilis seiring meningkatnya konsentrasi Asam Fusarat, serta hasil penelitian pada
ketahanan cekaman kekeringan adalah 1). Konsentrasi PEG 6000 10% dan atonik O mL/L yang
optimum untuk pertumbuhan planlet P. Amabilis. 2). Kandungan klorofil a, b, total rendah, indeks
stomata menurun, Kkarbohidrat total dan prolin tinggi. 3). Tidak ada interaksi antara larutan atonik
dan PEG 6000. Pita DNA spesifik dengan ukuran 1300 bp (OPB_20) dan 1500 bp (OPB_14) dapat
diprediksi sebagai kandidat marker RAPD untuk ketahanan planlet P. amabilis terhadap Fusarium
oxysporum. Pita DNA spesifik tersebut dapat dijadikan sebagai karakter untuk mengelompokkan dan
memisahkan planlet P. amabilis yang tidak diimbas (kontrol) dan diimbas AF.

Kata kunci: cekaman kekeringan, Fusarium oxysporum, Pengimbasan Ketahanan, Phalaenopsis
amabilis; Pola DNA,
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BAB 1. PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Anggrek merupakan tanaman berbunga yang mempunyai nilai ekonomi cukup tinggi dan
harganya relatif stabil, memiliki bentuk, warna, dan ukuran bunga yang beragam, sehingga
tanaman ini sangat indah untuk dipandang dan menciptakan daya tarik tersendiri bagi para
pecinta anggrek (Ramadiana et al., 2008; Mattjik, 2010; Djatnika, 2012). Anggrek bulan
(Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.) merupakan anggrek asli dari Indonesia dan masuk ke dalam
daftar spesies yang terancam kepunahannya. Anggrek bulan juga merupakan salah satu bunga
nasional Indonesia yang ditetapkan melalui Keputusan Presiden Nomor 4/1993, sebagai Puspa
Pesona, selain bunga melati (Jasminum sambac L.) sebagai puspa bangsa, dan bunga padma
raksasa (Rafflesia arnoldii R. Br.) sebagai puspa langka (Puspitaningtyas dan Mursidawati,
2010), walaupun demikian produksi anggrek bulan di Indonesia masih tertinggal jauh
dibandingkan dengan negara-negara lain seperti Thailand, Taiwan, Singapura dan Australia
(Purwati, 2012).

Salah satu kendala yang dihadapi dalam budidaya anggrek adalah adanya jamur patogen
yang dapat menyerang beberapa bagian tanaman antara lain batang, daun, atau akar (Djatnika,
2012). Salah satu jamur patogen yang sering menyerang akar anggrek antara lain Fusarium
oxysporum yang sering disebut juga sebagai patogen tular tanah (Anonymous, 2008), merupakan
penyakit penting dan menjadi salah satu kendala dalam kualitas dan produksi tanaman anggrek,
termasuk di dalamnya anggrek bulan (P. Amabilis). Gejala penyakit tersebut muncul sejak
tanaman anggrek dipindah dari medium kultur jaringan (Palmer, 2011). Di Amerika serikat,
penyakit tersebut dapat menyebabkan kematian tanaman dan kehilangan hasil lebih dari 50% dan
sulit dikendalikan dengan hanya menggunakan fungisida (Wedge & Elmer, 2008).

Selain penyakit, ketersediaan air yang tidak memadai menjadi permasalahan bagi para
petani anggrek. Kekeringan hampir terjadi di setiap tahun, sehingga mampu menjadi pembatas
utama pertumbuhan tanaman yang diakibatkan oleh tingkat kekeringan. Cekaman kekeringan
pada tanaman dapat mengakibatkan lambatnya pertambahan luas daun dan berpengaruh pada
stomata ataupun fotosintesis pada daun dan pada tingkat ringan sampai menengah mampu
menurunkan produktivitas tanaman (Nio et al., 2006).

Salah satu alternatif cara pengendalian penyakit yang efisien, efektif dan aman terhadap
lingkungan, antara lain menggunakan varietas yang resisten. Penggunaan varietas unggul yang

tahan terhadap Fo dan kekeringan dengan daya hasil tinggi merupakan salah satu alternatif



pengendalian penyakit dan cekaman kekeringan yang penting dan tidak menimbulkan dampak
negatif (Nurcahyani et al., 2016a; Nurcahyani et al., 2016b; Nurcahyani et al., 2017; Azhari et
al., 2018; Rosyalina et al., 2018; Nurcahyani et al., 2019).

Pengembangan varietas planlet tahan Fo dapat dilakukan antara lain dengan metode
seleksi in vitro yaitu mengkulturkan eksplan berupa jaringan atau organ pada medium yang
mengandung asam fusarat konsentrasi selektif (Nurcahyani et al., 2016a; Nurcahyani et al.,
2016b; Nurcahyani et al., 2014; Nurcahyani et al., 2017; Nurcahyani et al., 2019), sedangkan
penelitian pengembangan planlet tahan cekaman kekeringan dilakukan dengan menginduksi
Polyethylene Glycol (PEG) dengan berat molekul lebih dari 4000 pada medium seleksi in vitro
(Azhari et al., 2018; Rosyalina et al., 2018).

Polyethylene Glycol merupakan suatu senyawa kimia yang mengandung aktivitas matriks
sub unit etilen oksida yang mampu menurunkan pontensial osmotik dengan mengikat molekul
air menggunakan ikatan hidrogen. Pemberian PEG pada planlet bertujuan untuk menghasilkan
kondisi cekaman kekeringan karena ketersedian air pada tanaman menjadi berkurang (Rahayu et
al., 2005). Seleksi in vitro telah diteliti dalam menghasilkan tanaman tahan terhadap cekaman
kekeringan diantaranya tanaman padi hibrida menggunakan konsenterasi PEG 5%, 10%, 15%,
20% dan 25% (Afa et al., 2012); kacang tanah pada konsentrasi PEG 10% (Adisyahputra et al.,
2004); tomat dengan konsenterasi PEG 5%, 10%, 15% 20% (Harahap et al., 2013); Planlet Jeruk
Keprok Batu 55 (Citrus reticulata Blanco var. crenatifolia) pada kombinasi atonik 1mL/L, PEG
3% (Azhari et al., 2018) dan Planlet Jeruk Siam Pontianak (Citrus Nobilis Lour. var. microcarpa
Hassk.) pada kombinasi atonik 3 mL/L dan PEG 4% (Rosyalina et al., 2018) secara In Vitro.

Asam fusarat (AF) merupakan metabolit yang dihasilkan oleh beberapa spesies jamur
dari genus Fusarium. Secara kimia AF disebut 5-n-butylpicolinic acid. 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 (Vidhyasekaran, 1997; Agrawal et al., 1999; Lea & Leegood, 1999).

Penggunaan AF sebagai agens penyeleksi dalam seleksi in vitro dapat menghasilkan sel

atau jaringan mutant yang insensitif terhadap AF, sehingga setelah diregenerasikan menjadi



tanaman dapat menghasilkan galur yang resisten terhadap infeksi patogen (Arai dan Takeuchi,
1993). Identifikasi mutan yang insensitif terhadap AF dengan seleksi in vitro pernah dilakukan
pada tanaman tomat (Toyoda et al., 1984), pisang (Morpurgo et al., 1994; Matsumoto et al.,
1995), gladiol (Remotti et al., 1997), nanas (Borras et al., 2001), Sphatoglottis plicata
(Nurcahyani et al., 2016a; Nurcahyani et al., 2016b), vanili (Nurcahyani et al., 2012;
Nurcahyani, 2013; Nurcahyani et al., 2014; Nurcahyani et al., 2017) dan Cassava (Nurcahyani et
al., 2019). Hasil penelitian para peneliti tersebut menunjukkan bahwa somaklonal dari hasil
regenerasi massa sel yang tahan terhadap toksin tersebut juga tahan terhadap patogen, dan sifat
ini diturunkan pada generasi berikutnya.

Keragaman genetik pada planlet P. amabilis akibat perlakuan dengan AF, dapat dideteksi
dengan penanda molekular, salah satunya adalah Random Amplified Polymorphic Deoxyribo
Nucleic Acid [DNA(RAPD)]. Metode RAPD adalah penanda berbasis Polymerase Chain
Reaction (PCR) dengan menggunakan 10 basa primer acak (Welsh & Mc Clelland, 1990;
Williams et al., 1990).

Penggunaan AF dan PEG dalam konsentrasi yang toleran sejauh ini belum pernah
dilaporkan secara pasti dan tepat dalam pengimbasan ketahanan (Induced Resistance) planlet P.
amabilis terhadap Fo dan cekaman kekeringan. Oleh karena itu, penelitian tentang peranan AF
dan PEG sebagai pengimbas ketahanan secara in vitro perlu dilakukan. Pengendalian penyakit
layu Fusarium dan cekaman kekeringan pada P. amabilis dengan AF dan PEG sepanjang
pengetahuan penulis belum pernah dilakukan dan belum diketahui: (1) Mekanisme ketahanan P.
amabilis terimbas terhadap F. oxysporum dan cekaman kekeringan (2) Karakter ekspresi spesifik
P. Amabilis yang tahan terhadap F. oxysporum dan cekaman kekeringan, dan (3) Pola DNA

P.amabilis tahan F. oxysporum dan cekaman kekeringan.

B. Tujuan Khusus

Beberapa masalah didalam penanggulangan penyakit layu Fusarium yang disebabkan
oleh jamur F.oxysporum dan cekaman kekeringan pada P. amabilis selama ini belum
terpecahkan, oleh karena itu penelitian ini bertujuan:
1. Mengetahui konsentrasi AF dan PEG 6000 toleran untuk seleksi planlet P. Amabilis dengan

pertumbuhan optimum.

2. Mengkarakterisasi ekspresi planlet P. Amabilis hasil pengimbasan AS dan PEG 6000.
3. Mengetahui pengaruh interaksi antara larutan atonik dengan PEG 6000 pada setiap ekspresi

karakter planlet P. Amabilis.



C. Urgensi Penelitian

Salah satu permasalahan yang dihadapi dalam budidaya tanaman anggrek termasuk
anggrek bulan [Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.] di Indonesia adalah penyakit layu Fusarium dan
juga cekaman kekeringan. Penyakit layu Fusarium disebabkan oleh jamur F.oxysporum (Fo) dan
bersifat tular medium (Palmer, 2011). Salah satu cara pengendalian penyakit yang aman terhadap
lingkungan dan cekaman kekeringan, yaitu menggunakan varietas yang tahan (resisten) dengan
mekanisme ketahanan terimbas atau induced resistance (Agrios, 2005; Nurcahyani, 2012;
Nurcahyani et al., 2016a; Nurcahyani et al., 2016b; Nurcahyani et al., 2017; Azhari et al., 2018;
Rosyalina et al., 2018; Nurcahyani et al., 2019).

Pengimbasan ketahanan oleh AF pada P. amabilis diduga akan menyebabkan: (1)
terbentuknya lignin (lignifikasi), dan prolin sehingga tanaman P. amabilis akan terlindung secara
struktural dari penetrasi hifa F. oxysporum dan cekaman kekeringan, (2) Pembentukan protein
peroksidase yang diduga akan mendegradasi epidermis F. oxysporum, (3) terjadinya perubahan
pola DNA pada tanaman P. amabilis yang bersifat tahan penyakit layu Fusarium dan cekaman
kekeringan, sehingga akan dapat diketahui gen ketahanannya; oleh karena itu perlu dilakukan
kajian lebih mendalam tentang berbagai hal tersebut sebagai teori baru mekanisme ketahanan P.
amabilis terhadap jamur F. oxysporum dan cekaman kekeringan. Hasil penelitian ini diharapkan
dapat membantu masyarakat dalam menanggulangi penyakit tersebut sehingga nantinya akan
dapat meningkatkan kembali kualitas, produksi, dan daya jual anggrek P. amabilis serta
pendapatan petani anggrek, di Lampung khususnya dan di Indonesia pada umumnya.

Temuan dan luaran inovasi yang ditargetkan serta konstribusinya pada pengembangan
keilmuan:

1. Ditemukannya mekanisme ketahanan P. amabilis terhadap penyakit layu Fusarium dan
cekaman kekeringan dengan teknik Induced Resistance (Ketahanan Terimbas) secara in
vitro; dengan diketahuinya pengetahuan dasar tersebut, nantinya bagi petani anggrek di
Lampung khususnya dan di Indonesia umumnya, dapat mempraktekkan sendiri metode
tersebut secara lebih sederhana.

2. Dalam jangka panjang akan diperoleh bibit (varietas) P. amabilis tahan penyakit layu
Fusarium dan cekaman kekeringan; dengan tersedianya bibit P. amabilis tahan penyakit
dan cekaman kekeringan tersebut, nantinya diharapkan akan dapat meningkatkan kembali
kualitas, produksi, dan daya jual P. amabilis serta pendapatan petani anggrek P. amabilis

di Lampung khususnya dan Indonesia pada umumnya.



Rencana Target Capaian pada penelitian ini disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Rencana Target Capaian dalam penelitian

No Jenis Luaran Indikator Capaian
Kategori Sub Kategori Wajib Tambahan TSY
1 | Artikel ilmiah dimuat di Internasional ada tidak ada published
Jurnal Nasional SINTA 4 (DOI) | tidak ada tidak ada tidak ada

2 | Diseminarkan Internasional ada Tidak ada | dilaksanakan
Nasional tidak ada ada dilaksanakan
Universitas tidak ada tidak ada tidak ada

3 | Laporan penelitian ada tidak ada ada

4 | Laporan penggunaan anggaran (keuangan) ada tidak ada ada

4 | Draft Tesis disetujui pembimbing ada tidak ada ada

5 | Tingkat Kesiapan Teknologi (TKT) 2

BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA
A. Tanaman Anggrek Bulan [Phalaenopsis amabilis (L.) BI.]

Anggrek bulan adalah salah satu jenis anggrek alam yang memiliki pesona sangat indah
dan banyak diminati di Indonesia dan termasuk ke dalam Familia Orchidaceae. Penyebarannya
banyak ditemukan di Pulau Jawa dan Sumatera, dimanfaatkan sebagai bunga potong atau
tanaman pot untuk hiasan rumah dan taman. Kekhasan anggrek bulan yaitu bentuk bunganya
yang lebih besar dengan warna yang bervariasi dan waktu mekar bunga yang lebih lama
dibandingkan jenis anggrek lain (Fauziah dkk., 2014). Morfologi bunga anggrek bulan disajikan
pada Gambar 1.

Petala

Column

Gambar 1. Bunga Phalaenopsis amabilis (L.) BI.
(Foto Nurcahyani, diambil di Liwa, Lampung Barat, 2019)

P. amabilis memiliki tingkat kerentanan penyakit lebih tinggi di banding dengan jenis
anggrek lainnya. Sebagaimana tanaman bunga lainnya, tanaman anggrek dalam proses

budidayanya sering kali mengalami gangguan berupa penyakit yang dapat membuat tanaman



rusak dan mati. Beberapa jamur patogen yang sering menyerang daun anggrek adalah Fusarium
sp. (Soelistijono, 2015). Beberapa penyakit jamur Phalaenopsis telah dilaporkan di Taiwan,
termasuk penyakit yang disebabkan oleh Fusarium oxysporum (Fo) , F. solani, dan F.
proliferatum (Chung et.al., 2011), Fo menyebabkan penyakit layu fusarium yang mengganggu
pertumbuhan tanaman anggrek (Djatnika, 2012).

B. Cekaman Kekeringan

Cekaman kekeringan merupakan faktor utama penyebab kematian dalam budidaya
anggrek. Kekeringan pada tanaman anggrek dapat disebabkan karena kelembapan yang rendah
dan ketersediaan air yang kurang (Hendaryono, 2000). Berkurangnya suplai air pada tanaman
akan menyebabkan penurunan turgor pada sel daun yang menyebabkan menurunnya luas daun
hingga menutupnya stomata sehingga proses fotosintesis akan menurun (Karti, 2004).

Respons tanaman yang mengalami kekurangan air dapat merupakan perubahan di tingkat
selular dan molekular yang ditunjukkan dengan penurunan laju pertumbuhan, berkurangnya luas
daun dan peningkatan rasio akar : tajuk. Tingkat kerugian tanaman akibat kekurangan air
dipengaruhi oleh beberapa faktor, antara lain intensitas kekeringan yang dialami, lamanya
kekeringan dan tahap pertumbuhan saat tanaman mengalami kekeringan (Purwanto dan
Agustono, 2010).

C. Ketahanan terimbas (induced resistance).

Mekanisme ketahanan terimbas merupakan mekanisme yang sangat kompleks, meliputi
pengenalan tanaman terhadap patogen (recognition), produksi fitoaleksin (salah satu turunan
senyawa fenol), PR-protein (Patogenesis-Related protein), dan lignifikasi (Agrawal et al., 1999).

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), vanili yang terinfeksi oleh F.oxysporum f. sp. vanillae
(Nurcahyani, 2012; Nurcahyani, 2013; Nurcahyani, 2014; Nurcahyani, 2017); dan anggrek tanah
Spathoglottis plicata (Nurcahyani, 2016a; Nurcahyani, 2016b).



D. Penyakit Layu Fusarium

Fusarium oxysporum terkenal karena menyebabkan kondisi yang disebut layu
Fusarium, yang mematikan bagi tanaman. Pada saat tanaman menunjukkan tanda-tanda gejala
penyakit dari infeksi patogen, maka untuk pengendaliannya sudah terlambat, dan tanaman akan
mati. Selain itu, F. oxysporum tidak diskriminatif, mereka dapat menyebabkan penyakit di
hampir setiap tanaman pertanian penting. F. oxysporum terbukti sangat sulit diberantas karena
spora F. oxysporum juga dapat bertahan di udara untuk jangka waktu yang lama, sehingga rotasi
tanaman bukan merupakan metode kontrol yang tepat (Djaenuddin, 2003).
E. Asam fusarat

Asam fusarat (AF) diketahui merupakan hasil metabolit sekunder yang dihasilkan oleh
jamur Fusarium heterosporum Nee. dan salah satu toksin yang bertanggung jawab terhadap
timbulnya gejala layu pada beberapa tanaman (Landa et al., 2002). Bouizgarne et al. (2006)
menyatakan konsentrasi AF yang nontoksik (di bawah 10® M) dapat mengimbas sintesis
fitoaleksin, suatu bentuk tanggapan tanaman untuk menghambat aktivitas patogen. Melalui
metode ini telah banyak dilakukan penelitian dan telah berhasil mendapatkan sifat ketahanan
terhadap penyakit layu Fusarium seperti pada pisang, gandum, anggrek tanah, anyelir, dan
vanili. Penggunaan AF sebagai agens penyeleksi dalam seleksi in vitro dapat menghasilkan sel
atau jaringan mutan yang insensitif terhadap AF, sehingga setelah diregenerasikan menjadi
tanaman dapat menghasilkan galur yang resisten terhadap infeksi pathogen (Nurcahyani et al.,
2017; Nurcahyani et al., 2018; Nurcahyani et al., 2019).
F. Polyethylene glycol (PEG)

Polyethylene glycol (PEG) yang dikenal sebagai macrogols pada industri farmasi di
Eropa yang diproduksi oleh polimerasi ethylene oxide. Struktur molekul dari PEG adalah HO-
[CH2-CH2-O]n-H.  Dimana”n” adalah jumlah dari ethylene oxide (Anonymous, 2002).
Polyethylene glycol memiliki dua sifat yakni pertama bersifat memacu adhesi antarprotoplas dan
kedua bersifat mengganggu lapisan-lapisan rangkap phospholipid. Kadar optimal penggunaan
PEG pada tanaman perlu diperhatikan dosisnya tergantung dari beberapa faktor yakni berat
molekulnya, macam tanaman, kondisi ruang yang digunakan untuk inkubasi, temperatur, cahaya,
besar kadar PEG yang dipakai dan lain-lain. Berdasarkan berat molekul pemakaian PEG 6000
bisa lebih efektif digunakan jika kadar keencerannya ditingkatkan. (Gunawan dan Azhari, 2010).
Polyethylene glycol digunakan pada medium budidaya jaringan dalam mencapai salt tolerance.

Penggunaan 20 % PEG pada budidaya sel tomat dan budidaya sel tembakau untuk men-



subkultur sel-sel hidup sampai 15-20 generasi. Hal ini sebagai upaya untuk mendapatkan lini sel
yang toleran terhadap garam NaCl. Pada tanaman yang hidup di atas tanah dengan kadar garam
yang tinggi yang masuk kedalam tanaman halofit, yang mampu hidup pada tanah dengan
fisiologis kering dan telah mencapai toleransi terhadap garam-garam atau toleransi terhadap
kekeringan. Adaptasi sel atau tanaman yang berhasil pada garam tinggi tumbuhnya akan mundur
bahkan akan mati. Toleransi sel-sel terhadap kadar air yang rendah dapat menyesuaikan diri
terhadap tekanan osmotik sebesar 40 bar untuk PEG. Pada kadar 15% PEG mempunyai Lethal
Dose (LD) 50 dengan klon-klon yang Low-water tolerance sedangkan LD-50 pada kadar 5%
PEG Kilon klon tidak Low-water tolerance (Suryowinoto, 1996; Azhari et al., 2018; Rosyalina et
al., 2018).

G. Deteksi mutan P. amabilis dengan PCR

Penampilan suatu individu merupakan hasil kerja dari suatu trait atau sifat. Trait ini
dikendalikan atau ditentukan oleh molekul yang di dalamnya terdapat gen. Seiring dengan
semakin berkembangnya teknologi yang berbasis marka DNA, maka saat ini telah ditemukan
tiga tipe marka DNA dengan segala kelebihan dan kekurangan masing-masing (Semagn et al.,
2006). Ke tiga tipe marka DNA adalah: (1) marka yang berdasarkan pada hibridisasi DNA
(RFLP); (2) marka yang berdasarkan pada reaksi rantai polymerase RAPD dan AFLP; dan (3)
marka yang berdasarkan pada PCR dengan menggunakan primer yang menggabungkan sekuen
komplementer spesifik dalam DNA sasaran. (Azrai, 2005; Semagn et al., 2006).

Marka molekular yang dapat dimanfaatkan dalam mengkaji ketahanan planlet P.amabilis
terhadap F. oxysporum antara lain: RAPD. Prinsip kerja marka RAPD adalah berdasarkan
perbedaan amplifikasi PCR pada sampel DNA dari sekuen oligonukleotida pendek yang secara
genetik merupakan kelompok marka dominan (Williams et al. 1990; Welsh & McClelland,
1990). Keunggulan dari teknik analisis menggunakan marka RAPD antara lain adalah (1)
kuantitas DNA yang dibutuhkan sedikit, (2) hemat biaya, (3) mudah dipelajari, dan (4) primer
yang diperlukan sudah banyak dikomersialisasikan sehingga mudah diperoleh (Bardakci, 2001;
Semagn et al., 2006).

BAB 3. METODE PENELITIAN

Penelitian ini akan dilakukan mulai bulan Maret 2019 sampai dengan bulan Oktober
2019 di Laboratorium Botani ruang In Vitro, Jurusan Biologi, FMIPA Universitas Lampung;
Laboratorium Rekayasa Genetika, Pusat Studi Bioteknologi, UGM; UPT Laboratoium Terpadu

dan Sentra Inovasi Teknologi, Universitas Lampung. Bahan penelitian berupa planlet anggrek



bulan [Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.] yang dimbas asam fusarat. Roadmap riset disajikan pada
Gambar 2.

A. Roadmap riset

ANALISIS MOLEKULAR DAN KARAKTERISASI ANGGREK BULAN
[Phaseolus amabilis (L.) Bl.] HASIL PENGIMBASAN KETAHANAN
TERHADAP Fusarium oxysporum DAN CEKAMAN KEKERINGAN

PENELITIAN PENDAHULUAN (*)

Seleksi in vitro planlet P. amabilis dengan asam fusarat (*)

1. Medium VW + AF: 0,20,40,60,80 ppm (*) dan VW+Atonik+PEG: 0,2,3 mL/L; 0%,5,10%

2. Penanaman planlet P. amabilis secara in vitro (*)

3. Pengamatan parameter pertumbuhan (persentase planlet hidup, tinggi, jumlah tunas,
jumlah daun & akar) untuk mikropropagasi (*)

PENELITIAN TAHUN I (yang diajukan dalam proposal ini )(**)

Pengujian ketahanan planlet terhadap Fusarium oxysporum (Fo) dan cekaman kekeringan(**)
1. Subkultur pada planlet yang tahan terhadap AF dan PEG (**)

2. Penyiapan isolat Fo dan inokulasi Fo serta Atonik dan PEG terhadap planlet secara in vitro (**)
Pengamatan karakter anatomi dan uji biokimia P. amabilis hasil pengimbasan AF dan PEG (**)
1. Kandungan klorofil dan prolin pada planlet tahan PEG (**)

2. Uji Aktivitas Peroksidase pada planlet tahan Fo (**)

Pengamatan Pola DNA P. amabilis tahan Fo dan cekman kekeringan (**)

1. Menggunakan metode RAPD untuk analisis pola DNA (**)

PENELITIAN TAHUN 1 (***)

1. Propagasi bibit P. amabilis mutan tahan Fo dan PEG (***)

2. Aklimatisasi bibit P. amabilis mutan tahan Fo dan PEG di rumah kasa (***)

3. Uji ketahanan P. amabilis terhadap Fo dan PEG di rumah kasa (***)

4. Analisis Kandungan total fenol, karbohidrat, dan indeks stomata mutan P. amabilis tahan Fo dan PEG (***)
5. Analisis Sequensing daerah ITS r-DNA dan profil protein mutan P. amabilis tahan Fo dan PEG (***)

PENELITIAN TAHUN I (****)

Propagasi bibit P. amabilis mutan tahan Fo dan PEG

Analisis pola DNA dan profil protein mutan P. amabilis menggunakan probe dalam Southern blot.
Aklimatisasi bibit P. amabilis mutan tahan Fo dan PEG di lapangan/secara in vivo (habitat aslinya)
Analisis dampak terhadap lingkungan: Uji observasi dan adaptasi mutan tahan Fo dan PEG tahan Fo
terhadap lingkungan.

Uji di lapangan pada beberapa sentra lokasi P. amabilis endemik layu Fusarium (Fo) dan kekeringan
Apabila uji coba bibit P. amabilis mutan tahan Fo dan PEG di lapangan tersebut berhasil, selanjutnya bibit
mutan dipatenkan, kemudian lisensinya dijual ke perusahaan swasta untuk diproduksi massal

PO E

R0

Gambar 4. Roadmap Riset
Keterangan:
*) : Penelitian Pendahuluan yang sudah dilakukan
(**)  : Penelitian Tahun | (akan dilakukan dalam Proposal PPS 2019)
(***) . Penelitian Tahun Il
(****) : Penelitian Tahun IlI



Tahapan penelitian pada proposal penelitian ini (Tahun 1) disajikan dalam bentuk bagan

alir seperti tercantum dalam Gambar 3.

Perlakuan

Penelitian 1*&

4

Luaran

4

Propagasi planlet P. Terjadi pertumbuhan tunas, Planlet dalam jumlah banyak
amabilis secara in vitro daun dan akar pada planlet untuk stok pengujian tahap
= = berikutnya.
Penelitian 2*ﬂ
Seleksi planlet P. amabilis Planlet pada konsentrasi Konsentrasi AF toleran
dengan AF dan . [=P| toleran masih mengadakan = | untuk seleksi planlet
Atonik+PEG pada berbagai pertumbuhan dengan pertumbuhan
konsentrasi optimum
Penelitian 3*>ﬂ
Pengujian ketahanan planlet Planlet yang tahan tidak Terbentuknya ketahanan
hasil pengimbasan AF —=p| menunjukkan gejala penyakit |=| pada planlet hasil
terhadap Fo dan PEG layu Fusarium dan layu pengimbasan AF dan PEG
kekeringan

s
Penelitian 4.a. **
Pengamatan pola DNA pada Munculnya pita DNA baru Terdapat pola DNA pada
planlet P. amabilis hasil = (spesifik) yang diprediksi = planlet hasil pengimbasan
pengimbasan AF dan PEG merupakan kandidat PR-gen AF dan PEG yang
dengan metode RAPD (marker) yg mengkode mencirikan gen ketahanan

ﬂ peroksidase P. amabilis yang tahan
Penelitian 4.b.**
Karakterisasi planlet P. Munculnya karakter spesifik Terdapat sifat spesifik
amabilis tahan penyakit planlet: peningkatan aktivitas planlet: peningkatan
layu Fusarium: analisis = | enzim peroksidase [= aktivitas enzim peroksidase
aktivitas enzim peroksidase
Penelitian 5**
Karakterisasi planlet P. Munculnya karakter spesifik Terdapat sifat spesifik
amabilis tahan cekaman planlet: kandungan klorofil, planlet: kandungan Klorofil
kekeringan: analisis =>| dan prolin =>| dan prolin
kandungan klorofil dan
prolin.

Gambar 3. Bagan alir tahapan penelitian P. amabilis tahan penyakit layu Fusarium dan
cekaman kekeringan
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Berikut ini diuraikan metode penelitian dari tahap kegiatan yang diusulkan dalam proposal
ini (Tahun I).
1. Pengujian ketahanan planlet P. amabilis terhadap F. oxysporum

Inokulasi dilakukan menurut teknik Hadisutrisno (1995). Inokulasi Fo dilakukan secara
langsung pada planlet dalam botol kultur. Mikrokonidium jamur Fo dengan kerapatan spora 1,7
x 10* per mL diteteskan pada planlet 1-2 tetes. Kemudian diinkubasikan pada suhu kamar (25 °C)
selama 24 jam. Pengamatan dilakukan mulai hari ke-3 setelah inokulasi selama 4 minggu.
Intensitas penyakit dihitung berdasarkan indeks kelayuan menurut He et al. (2002) yang telah
dimodifikasi. Tingkat ketahanan tanaman ditentukan berdasarkan skoring dengan mengacu pada
ketentuan Wibowo (2002).
2. Pola DNA planlet P. amabilis

Isolasi DNA dengan menggunakan kit Nucleon Phytopure RPN-8511 (Daryono &
Natsuaki, 2002). Untuk analisis PCR, disiapkan DNA template yang telah dilarutkan dalam TE,
ice box, dan primer yang digunakan (Tabel 1). Kemudian dibuat premix PCR dengan komposisi:
kit KAPPA2G Fast ReadyMix sebanyak 12,5 pL, primer 2,5 pL pada konsentrasi 100 uM, DNA
template 1,0 pL pada konsentrasi 40 ng/pL, dan dH.O sebanyak 9,0 pL, sehingga volume
totalnya adalah 25,00 pL.

Tabel 1. Primer RAPD

No | Primer | Urutan Nukleotida (5°—3°) Referensi
1 OPB_14 | TCCGCTCTG G Nurcahyani et al., 2016a, 2016b
2 OPB_20 | GGACCCTTAC Nurcahyani et al., 2016a, 2016b

Selanjutnya premix di amplifikasi dengan mesin PCR (GeneAmp 2400). Kondisi reaksi
untuk pelaksanaan proses PCR-RAPD mengikuti metode Williams et al. (1990) yang
dimodifikasi. Kemudian dilakukan elektroforesis. Selanjutnya di running pada tegangan 100 volt
selama kurang lebih 30 menit.Visualisasi hasil running elektroforesis pada gel dilakukan dengan
menggunakan UV transiluminator dan difoto sebagai dokumentasi.

3. Aktivitas enzim peroksidase

Aktivitas enzim peroksidase dianalisis dengan metode dari Saravanan et al. (2004). Dibuat
campuran 1,5 mL 0,05 M pirogalol, 0,5 ml ekstrak enzim dari daun planlet P. amabilis, dan 0,5
mL 1% H>O, . Campuran diendapkan dalam suhu kamar dan dimasukkan ke dalam kuvet
berukuran 0,5 mL. Spektrofotometer (Beckman DU-65) diatur dengan panjang gelombang 420
nm dan dibaca dari nol. Pada tahap awal ditambahkan 100 puL 1% H»O; pada kuvet yang sudah

terisi campuran sampel dan dibaca. Aktivitas enzim dihitung dalam U/mg/min. Satu unit adalah
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aktivitas berubahnya OD 420 nm pada spektrofotometer per menit.

4. Analisis Prolin

Kadar prolin dihitung dengan cara membuat larutan standar prolin terlebih dahulu yaitu
0,003 gram prolin standar dilarukan dalam 10 ml asam sulfosalisilat 3 % dan diencerkan.
Pengenceran dimaksudkan untuk mendapatkan variasi konsenterasi prolin. Selanjutnya larutan
direaksikan dengan asam ninhydrin dan asam asetat glasial, kemudian OD larutan dibaca pada
panjang gelombang 520 nm.

Hasil absorbansi larutan standar dibuat persamaan regresi linier sehingga diperoleh
persamaaan: Y = ax +b . Nilai absorbansi sample selanjutnya dimasukkan sebagai nilai Y
sehingga didapatkan nilai x (p/mol).

Kadar prolin = (uW/mol prolin/ ml toluene)/ 115,13 pw/mol

gram sample/5)
= | mol prolin/ gram berat segar sample

(Bates, 1973 dalam Azhari et al, 2017).
5. Analisis Klorofil
Bahan untuk analisis klorofil menggunakan daun planlet P. amabilis yang sudah diimbas dengan
PEG 6000. Analisis klorofil dengan menggunakan metode Harbourne (1987) dengan
spektrofotometer. Larutan sampel dan larutan standar (aseton 80%) di ambil sebanyak 1 mL,
kemudian dimasukkan dalam kuvet. Setelah itu dilakukan pembacaan serapan dengan
spektrofotometer UV pada panjang gelombang (A) 646 nm dan 663 nm, dengan ulangan tiap
sampel sebanyak 3 kali. Kadar klorofil dihitung dengan menggunakan rumus: Klorofil total =
17,3 hess + 7,18 hesz Mg/L; Klorofil a= 12,21 Ags3 — 2,81 Aeas Mg/L; Klorofil b= 20,13 Aess — 5,03
Aoz mg/L.
Analisis data

Data yang diperoleh dari pertumbuhan planlet P. amabilis selama seleksi dengan AF dan
PEG berupa data kualitatif dan data kuantitatif. Data kualitatif disajikan dalam bentuk deskriptif
komparatif dan di dukung foto. Data kuantitatif ditabulasi dengan faktor konsentrasi yang

berbeda dan ulangan 5 eksplan per perlakuan.
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Analisis data pada penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL),
sedangkan data kuantitatif dari setiap parameter dianalisis dengan menggunakan Analysis of
Variance dengan tingkat kepercayaan 95%. Apabila ada beda nyata dilanjutkan dengan Duncan
Multiple Range Test (DMRT) pada taraf kepercayaan 95% (Gomes & Gomes, 1984).

KEMAJUAN STUDI MAHASISWA PASCASARJANA YANG TERLIBAT:

Mahasiswa Pascasarjana Biologi FMIPA Unila yang terlibat ada 2 orang mahasiswa yaitu:

1. Asma Palupi NPM: 1727021011; Masuk Smt Genap 2017/2018

2. Sholekhah  NPM: 1827021002; Masuk Smt Ganjil 2018/2019

Kedua mahasiswa tersebut :

1. Sudah melakukan Pengajuan Tema Penelitian Tesis (Lampiran 7)

2. Sudah melaksanakan Sidang Komisi Usul Penelitian Tesis (Lampiran 8)

3. Sudah melakukan Seminar Usul Penelitian Tesis (Lampiran 9)

4. Mabhasiswa aktif Program Studi Magister Biologi (Lampiran 10)

5. Sudah melakukan Penelitian Pendahuluan (selesai) dan dilanjutkan dengan penelitian
bulan pertama (Maret 2019) yaitu Propagasi kandidat planlet P. amabilis tahan Fo dan PEG

(Halaman 9 dan 10 dari proposal Penelitian Pascasarjana 2019 ini).

BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Penelitian Menggunakan Asam Fusarat

1. Seleksi Planlet P. amabilis dengan Asam Fusarat

Layu Fusarium adalah penyakit yang sangat penting dan secara ekonomi merugikan
karena sampai saat ini belum ada pegendalian kimiawi yang efektif (Borrero et al., 2004).
Penyakit ini disebabkan oleh jamur Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Sacc.). Jamur ini
merupakan pathogen tular tanah yang dapat bertahan pada waktu yang lama dalam bentuk
klamidiospora meskipun tidak ada tanaman inang (Semangun, 2001). Oleh karena itu, penyakit
layu Fusarium sulit untuk dikendalikan, sehingga pengendalian secara hayati sangat efisien
dalam mengendalikan penyakit ini. Pengimbasan dengan menggunakan asam fusarat merupakan
salah satu cara pengendalian hayati yang dilakukan untuk mengendalikan penyakit layu
Fusarium.

Pengamatan seleksi planlet P. amabilis yang ditanam pada medium VW dengan

perlakuan AF pada lima taraf konsentrasi yaitu 0 ppm (kontol), 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, dan 40
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ppm disajikan pada Tabel 1. Hasil seleksi menunjukkan bahwa planlet masih mampu bertahan
hidup hingga konsentrasi 30 ppm, namun pada minggu ke-4 dengan perlakuan asam fusarat 40
ppm terdapat 2 planlet yang mati.

Tabel 2. Persentase Jumlah Planlet Hidup Hasil Seleksi dengan Asam Fusarat

Konsentrasi Persentase dan Jumlah Planlet Hidup pada Minggu Ke-
Asam (%)
Fusarat | ]| 11 v
(ppm)

0 (kontrol) 100 100 100 100
10 100 100 100 100
20 100 100 100 100
30 100 100 100 100
40 100 100 100 60

Tabel 1 menunjukkan bahwa pengamatan minggu ke-1 hingga 3 pada seluruh perlakuan
AF, persentase jumlah planlet P.amabilis hidup mencapai 100%. Planlet P.amabilis pada minggu
ke-4 yang diberi perlakuan AF 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, dan kontrol tidak mengalami kematian,
akan tetapi pada konsentrasi 40 ppm mengalami kematian 40% yang ditandai dengan bagian akar
dan daun berwarna cokelat. Hasil seleksi planlet P.amabilis yang telah diimbas dengan berbagai

taraf konsentrasi AF selama 4 minggu disajikan pada Gambar 4.
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Gambar 4. Perkembangan planlet P.amabilis setelah 4 minggu pada berbagai
konsentrasi asam fusarat. A= 0 ppm (kontrol), B= 10 ppm, C= 20 ppm,
D= 30 ppm, dan E= 40 ppm.

Hasil pengamatan pada planlet P.amabilis terlihat adanya pengaruh dari pemberian AF
yang ditanam pada medium seleksi in vitro. Hasil penelitian ini didukung oleh Nurcahyani
(2012) menyatakan bahwa terjadi perubahan warna menjadi cokelat pada planlet yang diberi
konsentrasi AF tinggi, sedangkan persentase planlet hidup paling tinggi ditunjukkan pada planlet
dengan konsentrasi yang lebih rendah.

Karakter morfologi planlet terlihat mengalami perubahan pada masing-masing perlakuan
setelah 4 minggu pemberian AF. Perubahan pada planlet terjadi dari berwarna hijau menjadi
hijau cokelat dan cokelat. Penelitian Lerch (1981) menjelaskan bahwa perubahan warna menjadi
cokelat terjadi karena aktivitas enzim oksidase yang mengandung tembaga seperti polifenol
oksidase dan tirosinase, Tabiyeh et al. (2006) juga menyatakan bahwa perubahan warna menjadi
cokelat pada planlet P.amabilis disebabkan oleh peningkatan senyawa fenolat yang diikuti

oksidasi oleh aktivitas enzim oksidase (PPO).

2. Analisis Aktivitas Enzim Peroksidase
Enzim peroksidase merupakan salah satu enzim yang berhubungan dengan proses
ketahanan tanaman. Terbentuknya ketahanan akibat aktivitas enzim peroksidase ditentukan oleh

kepekaan tanaman terhadap suatu penyakit. Tanaman yang terinfeksi patogen akan terjadi
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perubahan fisiologi pada tanaman, dan enzim ketahanan tanaman umumnya akan aktif bereaksi
(Resti et al., 2016). Aktivitas enzim peroksidase sebagai mekanisme ketahanan pada planlet
P.amabilis terhadap infeksi jamur F. oxysporum telah diukur dengan menggunakan metode
Saravanan et al., (2004). Aktivitas enzim peroksidase hasil pengimbasan asam fusarat pada
planlet P.amabilis disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Aktivitas Enzim Peroksidase Planlet P.amabilis Hasil Pengimbasan dengan
Asam Fusarat

Konsentrasi Asam Fusarat Aktivitas Enzim Peroksidase
(ppm) (u/mg/menit)
0 (kontrol) 0,061 + 0,006566 ©
10 0,072 + 0,012991"
20 0,111 + 0,041834 ™
30 0,147 + 0,022659 ®
40 0,209 + 0,025534 2

Keterangan:  Angka yang diikuti oleh huruf yang sama, tidak berbeda nyata pada
derajat kepercayaan 95
Hasil uji BNT pada taraf 5% menunjukkan bahwa aktivitas enzim peroksidase daun

planlet P.amabilis pada konsentrasi AF 30 ppm dan 40 ppm berbeda nyata terhadap kontrol.
Aktivitas enzim peroksidase tertinggi diperoleh pada planlet P.amabilis dengan perlakuan AF
pada konsentrasi 40 ppm. Hasil ini sejalan dengan penelitian Nurcahyani et al. (2012);
Nurcahyani et al. (2014); Nurcahyani et al. (2017) menyatakan bahwa terjadi peningkatan
aktivitas enzim peroksidase pada planlet vanili (Vanilla planifolia Andrews.) yang terimbas
asam fusarat.

Aktivitas enzim peroksidase merupakan indikator respon pertahanan tanaman terhadap
infeksi virus. Aktivitas enzim peroksidase memiliki nilai korelasi yang positif antara aktivitas
enzim peroksidase dengan tingkat kerusakan yang di sebabkan oleh F. oxysporum. Penelitian
ini sejalan dengan hasil penelitian Muslimah et al. (2008) menyatakan bahwa pengimbasan
asam salisilat terhadap planlet pisang ketan memberikan pengaruh positif terhadap aktivitas
enzim peroksidase. Aktivitas enzim peroksidase mengalami peningkatan secara optimum pada

konsentrasi asam salisilat 50 ppm.
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Tanaman yang terinfeksi patogen akan terjadi perubahan fisiologis pada tanaman, dan
enzim pertahanan tanaman umumnya akan aktif bereaksi. Enzim peroksidase merupakan salah
satu enzim yang berhubungan dengan proses ketahanan tanaman. Terbentuknya ketahanan
akibat aktivitas enzim peroksidase ditentukan oleh kepekaan tanaman terhadap suatu penyakit.
Ketahanan konstitutif tanaman secara struktur termasuk adanya penghambat seperti dinding sel,

juga senyawa penghambat seperti senyawa fenol (Nurnberger et al., 2004).

3. Analisis Kandungan Klorofil

Pengimbasan asam fusarat terhadap planlet cassava berpengaruh terhadap kandungan
klorofil. Oleh karena itu, kandungan klorofil dari planlet P.amabilis yang telah diimbas dengan
menggunakan asam fusarat diuji dengan membandingkan antara planlet tanpa perlakuan
(kontrol) dan planlet yang telah diberikan perlakuan asam fusarat dengan berbagai konsentrasi,
yaitu O ppm, 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, dan 40 ppm. Metode analisis kandungan klorofil yang
digunakan pada penelitian ini yaitu metode Harboune (1987) dengan spektrofototmeter. Adapun
hasil dari uji kandungan klorofil pada planlet P.amabilis yang telah diberi perlakuan dengan
asam fusarat dengan berbagai konsentrasi disajikan pada Tabel 4.

Tabel 4. Kandungan Klorofil Daun Planlet P.amabilis Hasil Pengimbasan dengan Asam

Fusarat
Konsentrasi Kandungan Kandungan Kandungan
Asam Fusarat Klorofil a Klorofil b Klorofil Total

(ppm) (mg/g jaringan) (mg/g jaringan) (mg/g jaringan)
0 (kontrol) 0,075 +0,020995¢ 0,094 +0,017052° 0,169 + 0,024664°
10 0,247 +0,010088° 0,110 +0,013317*° 0,357 +0,019368°
20 0,273 £0,040126® 0,144 +0,009000® 0,417 +0,048147%®
30 0,311+0,011921® 0,143 +0,013043® 0,453 + 0,024009°
40 0,333+0,018083* 0,170 +0,002404* 0,503 + 0,0196672

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama, tidak berbeda nyata pada

derajat kepercayaan 95%

Hasil uji BNT pada taraf 5% menunjukkan bahwa kandungan klorofil a, klorofil b, dan

klorofil total daun planlet P. amabilis pada konsentrasi AF 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, dan 40
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ppm berbeda nyata terhadap kontrol. Hasil analisis kandungan klorofil pada penelitian ini sejalan
dengan penelitian yang dilakukan oleh Andari dan Nurcahyani (2018) dan Isharnani, et al.
(2015) menunjukkan terjadinya peningkatan kandungan klorofil a, klorofil b, dan klorofil total
planlet Spathoglottis plicata seiring peningkatan konsentrasi asam fusarat.

Secara teori tanaman yang sehat akan terus memproduksi klorofil seiring bertambahnya
umur tanaman, namun dikarenakan beberapa faktor keberadaan klorofil akan menurun. Ketika
semua faktor lingkungan berada di kondisi yang sesuai maka keberadaan klorofil akan sangat
tinggi pada suatu tanaman. Ketika keberadaan klorofil pada suatu tanaman rendah, maka dapat
dijelaskan bahwa keberadaan patogen atau organisme pengganggu tanaman yang mengganggu
fisiologi tanaman. Kenaikan atau penurunan nilai kandungan klorofil dapat menunjukkan tingkat
ketahanan suatu varietas dari penyakit bulai pada jagung (Agustamia et al., 2016).

B. Analisis Planlet P. amabilis dalam keadaan cekaman kekeringan

a. Jumlah planlet hidup dan visualisasi planlet P. Amabilis
Visualisasi planlet P. amabilis yang telah diinduksi larutan atonik dengan masing-masing
konsentrasi 0 mL/L, 2 mL/L, 3 mL/L, kemudian ditanam pada medium Vacin and Went
(VW) yang telah diberi PEG 6000 dengan berbagai konsentrasi yang berbeda, yaitu 0%, 5%
dan 10%, menunjukkan adanya perubahan warna pada planlet. Visualisai planlet P.
amabilis diamati mulai dari minggu pertama hingga minggu ketiga. Hasil persentase
visualisasi planlet P. amabilis disajikan pada Tabel 5.

Tabel 5. Jumlah planlet hidup hasil seleksi pada kombinasi perlakuan konsentrasi atonik dan
PEG 6000

No Kombinasi perlakuan Persentase jumlah planlet hidup pada
minggu (%o)
Konsentrasi Konsentrasi I I 11
PEG % atonik (mL/L)
1 0 0 100 100 100
2 100 100 100
3 100 100 100
2 5 0 100 100 100
2 100 100 100
3 100 100 100
3 10 0 100 100 80
2 100 100 100
3 100 100 100
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Tabel 5. Menunjukkan bahwa pada minggu ketiga terjadi penurunan persentase jumlah planlet
yang hidup pada kombinasi perlakuan larutan atonik 0 mL/L dan PEG 6000 dengan konsentrasi
10%, hal ini menunjukkan bahwa kombinasi perlakuan tersebut lebih selektif dibanding dengan
kombinasi perlakuan lainnya. Persentase visualisasi planlet P. amabilis hasil seleksi dengan
larutan atonik dan PEG 6000 pada beberapa konsentrasi disajikan pada Tabel 6.

Tabel 6. Persentase dan visualisasi planlet hasil seleksi pada kombinasi perlakuan konsentrasi
PEG dan atonik

Kombinasi Perlakuan Persentase jumlah planlet pada
minggu (%)
Konsentrasi Konsentrasi Atonik | I i
PEG % (mL/L)
0 0 H:100 H :100 H :80
HC : 20
2 H:100 H :100 H :60
HC : 40
3 H:100 H :70 H :60
HC : 30 HC : 40
5 0 H:100 H :80 H :30
HC : 20 HC : 70
2 H:100 H :50 H :40
HC : 50 HC : 60
3 H:100 H :100 H :30
HC : 70
10 0 H:100 H :50 H :40
HC : 50 HC : 40
C :20
2 H:100 H :70 H :20
HC : 30 HC : 80
3 H:100 H :70 H :50
HC : 30 HC : 50

Keterangan: H = Hijau ; HC = Hijau Cokelat ; C = Cokelat

Tabel 2. Pada minggu ke-2 sampai minggu ke-3 terlihat adanya penurunan persentase
visualisasi planlet P. amabilis yang terjadi pada beberapa kombinasi konsentrasi. Pada
kombinasi perlakuan larutan atonik 0 mL/L dan PEG 6000 dengan konsentrasi 10%
terlihat visualisasi planlet berwarna kecoklatan sebesar 20%. Kekurangan air akan
mengganggu banyak fungsi seluler dalam tanaman dan berdampak negatif terhadap

pertumbuhan dan reproduksi tanaman (Bray, 2001). Dampak yang ditimbulkan oleh
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kekeringan adalah berkurangnya perakaran, perubahan sifat daun (bentuk, lapisan
epikutikula, warna), dan umur tanaman lebih panjang (Blum, 2002). Tanaman padi kultivar
Serayu dan IR 64 mulai mengalami kekurangan air pada larutan PEG dengan PA -0,5 MPa
dengan ciri-ciri daun yang kering, menggulung dan batang yang berwarna kecokelatan
(Banyo dkk., 2013). Visualisasi planlet anggrek bulan disajikan pada Gambar 1.

Gambar 5. Visualisasi Planlet Hasil Seleksi Kombinasi Perlakuan Konsentrasi PEG dan

Larutan Atonik
: hii ]

A: Visualisasi planlet anggrek bulan tanpa larutan atonik dan PEG
B: Visualisasi planlet anggrek bulan, larutan atonik O mL/L dan PEG 10%
a. Kilorofil

Analisis ini dilakukan untuk mengetahui kandungan klorofil yang terdapat pada planlet
P. amabilis hasil seleksi larutan atonik dalam keadaan cekaman kekeringan
menggunakan PEG 6000 dengan berbagai konsentrasi. Metode analisis kandungan
klorofil yang digunakan pada penelitian ini yaitu metode Miazek (2002) dengan
spektrofotometer. Hasil dari uji kandungan Klorofil pada planlet P. amabilis hasil
seleksi larutan atonik dalam medium yang mengandung PEG 6000 dengan berbagai

konsentrasi disajikan pada Tabel 7, 8 dan 9.
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1. Klorofil a

Tabel 7. Rata-rata Kandungan Klorofil a Daun Planlet P. amabilis (mg/gJaringan)

PEG ATONIK

0 mL/L 2 mL/L 3 mL/L
0% 6,181 + 0,205122 5,334 +0 ,36148% 5,562 + 0,24888%
5% 5,006 +0 ,465012 5,489 + 0,87814% 4,685 + 0,55200%
10% 4,00 + 1,43558° 4,439 + 0,34437% 4,768 + 0,76498%

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama, tidak berbeda nyata pada
derajat kepercayaan 95%.

2. Klorofil b

Kandungan klorofil b planlet P. amabilis dalam keadaan cekaman kekeringan
disajikan pada Tabel 8.

Tabel 8. Rata-rata Kandungan Klorofil b Daun Planlet P. amabilis (mg/g Jaringan)

PEG ATONIK

0 mL/L 2 mL/L 3mL/L
0% 5,173:0,26273°  4,884%0,357/524° 5,525 £0,233789°
5% 5,384:0,366691° 4,980 %0,563812° 5,990 0,165426°
10% 4,48+1645668° 557 404072072  5:411:0,722909°

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama, tidak berbeda nyata pada
derajat kepercayaan 95%.
3. Klorofil total
Kandungan klorofil total planlet P. amabilis dalam keadaan cekaman kekeringan
disajikan pada Tabel 9.
Tabel 9. Rata-rata Kandungan Klorofil Total Daun Planlet P. amabilis (mg/g Jaringan)

PEG ATONIK
0 mL/L 2 mL/L 3mL/L
0% 4,240 £0,214989° 4,008 +0,295311° 4,537 +0,1920012
5% 4,420 £ 0,300966% 3,67 +1,3489722 4,920 +0,136074*
10% 4,087 £+ 0,465012% 4,151 + 0,335278° 4,443 +0,595402%
Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama, tidak berbeda nyata pada derajat
kepercayaan 95%.

Klorofil merupakan zat hijau daun yang diperlukan dalam proses fotosintesis.

Fotosintesis merupakan proses metabolisme mendasar tanaman untuk dapat
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beradaptasi pada kondisi tercekam (Liu et al., 2007). Berdasarkan hasil yang
disajikan pada Tabel 7, 8, dan 9. dapat diketahui bahwa terdapat penurunan
kandungan Kklorofil a, klorofil b, dan klorofil total dari planlet P. amabilis bahwa
pada kombinasi konsentrasi larutan atonik 0 mL/L pada medium PEG 6000 dengan
konsentrasi 10% yang digunakan, kandungan Kklorofil a, klorofil b, dan klorofil total
lebih rendah dibandingkan dengan kombinasi perlakuan lainnya. Kandungan
klorofil yang lebih rendah sebagai respon tumbuhan untuk mempertahankan
hidupnya dalam kondisi cekaman kekeringan. Penurunan kandungan klorofil
disebabkan karena pertumbuhan pada tanaman dipengaruhi oleh air. Kekurangan
air dapat menyebabkan respon fisiologis yaitu penurunan konsentrasi Klorofil daun
yang disebabkan oleh terhambatnya pembentukan klorofil, dan penyerapan unsur
hara yang terhambat terutama nitrogen dan magnesium yang berperan penting
dalam sintesis klorofil (Song, 2011). Salah satu respons fisiologis tanaman
terhadap kekurangan air adalah penurunan konsentrasi klorofil daun yang dapat
disebabkan oleh pembentukan klorofil dihambat, penurunan enzim rubisco, dan
terhambatnya penyerapan unsur hara, terutama nitrogen dan magnesium yang
berperan penting dalam sintesis klorofil (Ai dan Banyo, 2011). Penelitian
sebelumnya bahwa kekeringan selama 7 hari menurunkan kandungan klorofil total
daun jahe (Ai dan Banyo 2011). Hal ini membuktikan cekaman kekeringan dari
tingkat paling ringan sampai paling berat mempengaruhi proses-proses biokimia
yang berlangsung dalam sel. Salah satu aspek fotosintesis yang sangat sensitif
terhadap cekaman kekeringan, termasuk cekaman tingkat ringan, ialah biosintesis
Klorofil (Fitter dan Hay, 1994).

b. Analisis Karbohidrat
Kandungan karbohidrat terlarut membantu tumbuhan dalam mempertahankan
kehidupan pada kondisi cekaman sehingga karbohidrat digunakan sebagai salah satu
parameter untuk menunjukkan ketahanan planlet anggrek bulan dalam kondisi cekaman
kekeringan. Kandungan karbohidrat terlarut total pada planlet P. amabilis yang telah
diberikan perlakuan dengan menggunakan PEG 6000 pada medium VW, dengan 3 taraf
konsentrasi, yaitu 0%, 5%, dan 10% disajikan pada Tabel 10.
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Tabel 10. Rata-rata Kandungan Karbohidrat Terlarut Total Planlet P. amabilis (mg/g Jaringan)

PEG ATONIK

0 mL/L 2 mL/L 3 mL/L
0% 0,023 + 0,00012° 0,023 +,00012° 0,024 +0, 00017°
5% 0,023 +0 ,00036° 0,023 +0,00017° 0,024 +0 ,00047°
10% 0,026 +0 ,00009? 0,023 + 0,00018° 0,024 +0 ,00049°

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama, tidak berbeda nyata pada derajat

C.

kepercayaan 95%.

Kandungan karbohidrat terlarut total tertinggi pada kombinasi perlakuan larutan atonik
0 mL/L dan PEG 6000 dengan konsentrasi 10%. Karbohidrat merupakan senyawa yang
dapat dijadikan sebagai indikator tanaman tahan terhadap cekaman kekeringan.
Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Oktafani dkk. (2017) menunjukkan bahwa
garut adalah tanaman tahan-kering sebesar 25%, menghasilkan pertumbuhan dan hasil

yang baik ditunjukkan dengan bobot umbi (551,679).

Prolin
Peningkatan kandungan prolin merupakan salah satu upaya ketahanan terhadap
cekaman kekeringan. Kandungan prolin pada planlet anggrek bulan dalam kondisi

cekaman kekeringan disajikan pada Tabel 11.

Tabel 11. Rata-rata Kandungan Prolin Planlet P. amabilis (mg/g Jaringan)

PEG ATONIK

0 mL/L 2 mL/L 3mL/L
0% 0,470 + 0,0039227%* 0,320 + 0,029512° 0,347+0,032585%
5% 0,335 +0,013327° 0,370 +0,055258% 0,418 + 0,108744%®
10% 0,851+ 0,456677° 0,802 + 0,080758% 0,656 + 0,161662%

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama, tidak berbeda nyata pada derajat

kepercayaan 95%.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kandungan prolin tertinggi pada kombinasi
perlakuan larutan atonik 0 mL/L dan PEG 6000 dengan konsentrasi 10%. Kandungan

prolin yang tinggi sebagai indikator tanaman dalam beradaptasi terhadap kondisi
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cekaman kekeringan. Penelitian sebelumnya bahwa akumulasi kadar prolin pada
tanaman nilam yang disiram dalam interval waktu 9 hari sekali memiliki kadar prolin
yang tinggi dibandingkan dengan tanaman nilam yang disiram dalam interval waktu 1,
3, dan 6 hari sekali (Setiawan et al., 2013). Peningkatkan akumulasi prolin di daun
untuk menjaga keseimbangan potensial osmotik pada tanaman. Hal ini merupakan
respon fisiologi yang cukup penting pada tanaman untuk mempertahankan tekanan
turgor dengan menurunkan potensial osmotik sebagai mekanisme toleransi terhadap

cekaman kekeringan (Hamim et al., 1996).

d. Indeks stomata

Stomata merupakan lubang kecil yang berbentuk lonjong. Stomata terdiri atas sel
penjaga dan sel penutup yang dikelilingi oleh beberapa sel tetangga (Fahn, 1991).
Indeks stomata daun planlet anggrek bulan dalam kondisi cekaman kekeringan disajikan

pada Tabel 12.

Tabel 12. Rata-rata Indeks Stomata Planlet P. amabilis

PEG ATONIK

0 mL/L 2 mL/L 3mL/L
0% 6,416+ 0,182693% 4,20+ 1,32480" 4,089+0,120712"
5% 4,503+0, ,620136%° 3,989+0,541377" 4,572+0 ,572001%
10% 2,305+ 0,373405° 2,881+0 ,947935" 2,717+0 ,430421"

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama, tidak berbeda nyata pada derajat
kepercayaan 95%.

Air memiliki peran yang besar dalam menentukan membuka dan menutupnya stomata

pada daun, sehingga tingkat ketersediaan air yang cukup akan sangat mempengaruhi

jumlah asimilat atau fotosintat (Jafar et al., 2013). Tanaman merespon kekurangan air

dengan mengurangi laju transpirasi untuk penghematan air.
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A: Permukaan bawah daun planlet P.amabilis tanpa PEG 6000 dan larutan atonik
B: Permukaan bawah daun planlet P.amabilis pada PEG 6000 10% dan larutan atonik O mL/L
Gambar 2. e = epidermis, st = sel tetangga, p = porus, dan sp = sel penutup
C. Pola DNA planlet P. amabilis
Dalam tahap ini telah berhasil diisolasi total genom DNA daun planlet P. amabilis hasil

pengimbasan AF pada konsentrasi 10, 20, 30, 40 ppm dan tidak diimbas dengan AF (kontrol)
untuk sejumlah sampel acak, dengan menggunakan kit Nucleon Phytopure RPN-8511. Analisis
DNA pada planlet P. amabilis didahului dengan mengukur kualitas dan kuantitas DNA planlet
P. amabilis.
a. Analisis pita RAPD

Berdasarkan hasil amplifikasi sequence DNA dengan menggunakan 2 primer pada 5 sampel
planlet P. amabilis kontrol dan diimbas AF (konsentrasi 10, 20, 30, dan 40 ppm) menghasilkan
total 16 pita DNA. Jumlah pita hasil amplifikasi PCR-RAPD dari 5 sampel planlet P. amabilis
tersebut disajikan pada Tabel 13.

Tabel 13. Jumlah pita hasil amplifikasi PCR-RAPD pada planlet P. amabilis kontrol dan
diimbas asam fusarat (10, 20, 30, dan 40 ppm)

No Primer Urutan Basa Jumlah Jumlah Jumlah Ukuran
Nukleotida Pita Pita Pita Mono Pita RAPD
(5°-3”) RAPD  Polimorfik morfik ('bp)
1 OPB 14 TCCGCTCTGG 03 01 02 200 — 1500
2 OPB 20 GGACCCTTAC 05 01 04 150 — 1300
Total 08 02 06 150 — 1500

Keterangan: bp: base pair, Pita= band= fragmen
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Tabel 13 menunjukkan bahwa secara keseluruhan, amplifikasi 2 primer (OPB_14 dan
OPB_20) menghasilkan jumlah pita DNA sebesar 7 (OPB_20), dan 10 (OPB_14) per primer
pada ukuran pita DNA antara 150 bp sampai 1300 bp.

Hasil penelitian pada planlet kontrol dan yang diimbas AF, dengan menggunakan 2
primer, menghasilkan jumlah pita DNA sebesar 7 (OPB_20), dan 10 (OPB_14) per primer pada
ukuran pita DNA antara 150 bp sampai 1300 bp.

Elektroforesis hasil amplifikasi PCR-RAPD dengan 2 primer tersebut menghasilkan 4 pola
pita DNA. Pola pita DNA planlet P. amabilis yang tidak diimbas (kontrol) maupun diimbas AF
(konsentrasi 10, 20, 30, dan 40 ppm) pada masing-masing primer disajikan pada Tabel 14 dan
15.

1. Primer OPB_14
Primer OPB_14 menghasilkan dua pola pita DNA seperti tersaji pada Tabel 6. Pada

Tabel 6 menunjukkan bahwa pita DNA ukuran 200, 300, 400, dan 900 bp terbentuk pada semua

sampel, baik pada planlet P. amabilis kontrol maupun yang diimbas AF. Pada planlet P. amabilis

yang diimbas AF terdapat pita DNA baru (spesifik) dengan ukuran 1500 bp.

Tabel 14. Pola pita DNA planlet P. amabilis kontrol dan diimbas asam fusarat (konsentrasi 10, 20, 30,
dan 40 ppm) dengan primer OPB_14

Pola pita DNA-1 Pola pita DNA-2
Sampel Ukuran DNA Sampel Ukuran DNA

(bp) (bp)

200 200

SoUs 300 S1Uy, S2Us, 300
400 SsU3 S4U» 400

900 900

1500

Keterangan: Pola pita DNA-1: SoU3 (kontrol) menghasilkan 4 pita yang identik; Pola pita DNA-2: S1U1,
SoU, SsUs, SaUz menghasilkan 5 pita yang identik, dan 4 diantaranya sama dengan
kontrol, serta 1 pita baru/spesifik (*)

2. Primer OPB_20
Primer OPB_20 menghasilkan dua pola pita DNA seperti tersaji dalam Tabel 15.
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Tabel 15. Pola pita DNA planlet P. amabilis kontrol dan diimbas asam fusarat (konsentrasi 10, 20, 30,
dan 40 ppm) dengan primer OPB_20

Pola Pita DNA-1 Pola Pita DNA-2
Sampel | Ukuran DNA | Sampel | Ukuran DNA
(bp) (bp)
(150 150
250 SiUp 250
SoUs 350 S2U2 350
400 SsU3 400
500 SiU2 500
L 900 900
\ 1300
Keterangan: Pola pita DNA-1: SoU3 (kontrol) menghasilkan 6 pita yang identik; Pola pita DNA-2:

S1U1, S2U2, S3Us, SaU2 menghasilkan 7 pita yang identik, dan 6 diantaranya sama dengan
kontrol, serta 1 pita baru/spesifik (*)

Pada Tabel 7 menunjukkan pita DNA ukuran 150, 250, 350, 400, 500, dan 900 bp
terbentuk pada semua sampel baik pada kontrol maupun yang diimbas AF. Pada planlet P.
amabilis yang diimbas AF terdapat pita DNA baru (spesifik) dengan ukuran 1300 bp..

Hasil amplifikasi DNA planlet P. amabilis dengan menggunakan primer OPB_14 dan
OPB_20, menunjukkan bahwa pola pita DNA planlet P. amabilis yang kontrol berbeda dengan
pola pita DNA planlet P. amabilis yang diimbas AF. Planlet P. amabilis yang diimbas AF baik
konsentrasi 10, 20, 30 maupun 40 ppm menghasilkan 1 pita DNA yang berbeda ukurannya
dengan planlet P. amabilis kontrol, yaitu pita DNA berukuran 1500 bp (OPB_14) dan 1300 bp
(OPB_20), sehingga pita DNA ini dapat dijadikan sebagai pembeda antara planlet P. amabilis
kontrol dan planlet P. amabilis yang diimbas AF. Pita DNA ini dinamakan sebagai penanda
RAPD OPB_ 141500 dan RAPD OPB_201300.

Hasil penelitian ini didukung oleh penelitian Esmaiel et al. (2012), mengemukakan
bahwa penanda RAPD dapat digunakan untuk membedakan planlet Carnation (Dianthus
caryophylus L.) yang tahan terhadap Fusarium oxysporum f. sp. dianthi dan planlet yang sensitif
terhadap jamur tersebut secara in vitro. Karun et al. (2008), telah dapat membedakan planlet
pinang (Areca catechu L.) yang tahan terhadap penyakit Yellow Leaf Disease (YLD) dengan
planlet yang sensitif secara in vitro. Soliman (2012) dan Parida et al. (2010) menggunakan
RAPD untuk mengevaluasi kestabilan genetik planlet Apricot (Prunus armeniaca L.) dan

Kaempferia galanga, hasil mikropropagasi secara in vitro dibandingkan dengan induknya.

27



Berdasarkan uraian di atas, dapat dinyatakan bahwa planlet P. amabilis kontrol (rentan)
secara genetik berbeda dengan planlet P. amabilis yang diimbas AF pada konsentrasi 10, 20, 30
dan 40 ppm terhadap Fusarium oxysporum.

BAB 5. KESIMPULAN

1. Konsentrasi asam fusarat toleran untuk seleksi planlet P. amabilis adalah 40 ppm dan
konsentrasi PEG 6000 yang optimum untuk pertumbuhan planlet P. Amabilis yaitu 10%
dan atonik 0 mL/L

2. Terjadi peningkatan aktivitas enzim peroksidase, kandungan klorofil total, klorofil a,
Klorofil b, serta kandungan karbohidrat terlarut total | pada planlet P. amabilis seiring
meningkatnya konsentrasi Asam Fusarat, serta hasil penelitian pada ketahanan cekaman
kekeringan menunjukkan bahwa kandungan Kklorofil a, b, total rendah, indeks stomata
menurun, karbohidrat total dan prolin tinggi.

3. Tidak ada interaksi antara larutan atonik dan PEG 6000

4. Pita DNA spesifik mempunyai ukuran bervariasi tergantung dari primer yang digunakan.
Pita DNA spesifik dengan ukuran 1500 bp (OPB_14) dan 1300 bp (OPB_20), dapat
diprediksi sebagai kandidat marker RAPD untuk ketahanan planlet P. amabilis terhadap

Fusarium oxysporum.
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RINGKASAN

Salah satu program unggulan Universitas Lampung (Unila), dalam Renstra Penelitian Unila
2016-2020 yaitu bidang ketahanan pangan. Dalam program tersebut, penelitian benih didorong untuk
menghasilkan benih lokal dan unggul. Unila pada saat ini, memberikan perhatian yang serius terhadap
kegiatan penelitian yang terkait dengan singkong (Cassava), hal tersebut karena komoditas ini
merupakan produk unggulan Provinsi Lampung. Sealan dengan pencapaian renstra Unila tersebut
(Program bidang ketahanan pangan), dalam proposal ini digjukan penelitian pengendalian penyakit
Layu Fusarium pada Cassava dengan tujuan jangka panjang: memperoleh bibit/varietas mutan unggul
Cassava lokal Lampung resisten penyakit layu Fusarium, berdasarkan analisis Sequencing ITS
r-DNA, Profil Protein dan karakter spesifik.

Penyakit layu Fusarium masih merupakan kendala produksi dalam budidaya Cassava
(Manihot esculenta Crantz.). Penyakit ini disebabkan oleh jamur Fusarium oxysporum (Fo) yang
sampai sekarang masih belum bisa diatasi secara efektif. Penggunaan bibit/varietas mutan Cassava
yang tahan penyakit layu Fusarium dengan hasil tinggi diharapkan merupakan alternatif pengendalian
penyakit yang penting.

Penelitian Induced Resistance Cassava dengan asam fusarat (AF) telah dilakukan
sebelumnya, dan ditemukan indikasi konsentrasi AF toleran untuk seleksi planlet in vitro yang
resisten. Inokulasi isolat jamur Fusarium oxysporum (Fo) pada Cassava resisten dilakukan secara in
vitro, dilanjutkan dengan analisis Pola DNA dibandingkan dengan kontrol. Hasil dari penelitian
sebelumnya tersebut, berupa Pita DNA baru (spesifik) yang mempunyai ukuran 550 bp (OPA_1) dan
300 bp (OPA_10), diprediksi sebagai kandidat marker RAPD untuk ketahanan Cassava terhadap Fo.
Berdasarkan hasil penelitian tersebut, sdanjutnya perlu dikaji Iebih mendalam (dalam proposal ini)
untuk memastikan apakah pita DNA baru tersebut benar-benar merupakan protein peroksidase yang
menyebabkan mutan Cassava resisten terhadap Fo, yaitu dengan analisis sequencing ITS r-DNA dan
Profil Protein serta karakter spesifik lain yaitu kandungan Fenol Total dan Gula reduksi.

Tujuan jangka panjang dalam keseluruhan penelitian ini adalah memperoleh bibit mutan
Cassava yang resisten terhadap Fo. Target khusus yang ingin dicapai adalah 1). Menganalisis urutan
basa nuklectida gen mutan Cassava tahan Fo pada daerah ITS-1 dan ITS-2 r-DNA dengan analisis
sequencing, 2). Menganalisis Profil Protein mutan Cassava resisten Fo, dan 3). Karakterisas mutan
Cassava yang resisten terhadap Fo

Tahapan kegiatan yang dilakukan meliputi: 1). Analisis sequencing pada daerah ITS-1 dan
ITS-2 r-DNA diharapkan akan diperoleh urutan basa nukleotida gen 18 SITS-1; 5,8 SITS-2; dan 28
S r-DNA yang mengindikasikan mutan Cassava tersebut resisten Fo; 2). Analisis Profil Protein
diharapkan terbentuk pita baru (spesifik) yang diprediksi merupakan protein peroksidase, berperan di
dalam ketahanan terhadap Fo; 3). Karakterisasi mutan yaitu kandungan fenol total dan gula reduksi,
untuk memperoleh karakter spesifik mutan resisten Fo.

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa konsentrasi asam fusarat yang
menghasilkan LCsy yaitu pada planlet cassava yang memiliki konsentrasi 120 ppm, planiet cassava
yang toleran terhadap penyakit layu fusarium menunjukkan adanya karakter ekspresi yang berbeda
dengan planlet cassava yang tidak toleran terhadap jamur Fusarium oxysporum, yaitu terjadi
peningkatan kandungan fenol total, kandungan gula reduksi pada planiet cassava yang toleran
terhadap Fusarium oxysporum, seiring dengan meningkatnya konsentrasi asam fusarat yang
diberikan, dan terdapat pita protein baru (berat molekul 100 kDa), pita protein hilang (berat molekul
60 kDa), dan protein yang pitanya konsisten muncul dan tebal (25 kDa).

Kata kunci: Fusarium oxysporum; ITSrDNA; Mutan Cassava; Profil Protein; Sequencing.
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BAB 1. PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Cassava (Manihot esculenta Crantz.), ketela pohon, ubi kayu, atau
singkong merupakan tanaman terpenting ketiga di dunia dan sumber makanan
pokok serta pendapatan di seluruh daerah tropis. Budidaya Cassava bisa menjadi
mata pencaharian bagi lebih dari 500 juta petani (Eleazu et al., 2014; Amponsah
et al., 2014). Cassava merupakan komoditas pangan penting di Indonesia, dan ke
depan komoditas ini akan semakin dtrategis peranannya bagi  kehidupan
masyarakat dan perekonomian negara. Berdasarkan areal panen komoditas
pangan, cassava menduduki urutan ke tiga setelah padi dan jagung, yang
ketiganya sebagai sumber karbohidrat utama masyarakat (Fauzi dkk., 2015)

Indonesia adalah negara terbesar kedua penghasil Cassava setelah Nigeria
dengan rata-rata total penyediaan selama lima tahun sebesar 9,67 juta ton atau
sebesar 10,61% dari total penyediaan singkong dunia, diikuti dengan Brazil, India
dan United Republik of Tanzania masing-masing berkisar 8,67 — 4,96 juta ton
atau sebesar 9,52% - 5,44%, selebihnya menyumbang di bawah 5,30%
(Anonymous, 2013).

Badan Pusat Statistik mencatat bahwa sentra lahan Cassava di Indonesia
dikuasai oleh provinsi Lampung dengan luas lahan panen 324,100 ha pada tahun
2012. Tahun 2013, produks singkong di Provinsi Lampung mencapai 8,33 juta
ton dan tahun 2015 sebanyak 7,39 juta ton. Keadaan ini menjadikan Lampung
sebagai penyuplai sepertiga produks Cassava nasional dari produksi nasional
sebesar 23,92 juta ton (Anonymous, 2015), namun demikian, masih banyak
kendala produksi dalam budidaya Cassava, antara lain penyakit layu Fusarium.
Penyakit ini disebabkan oleh jamur Fusarium oxysporum (Fo) yang sampai
sekarang masih belum bisa diatasi secara efektif.

Salah satu aternatif cara pengendalian penyakit yang efisien, efektif dan
aman terhadap lingkungan, antara lain menggunakan varietas yang resisten.
Penggunaan varietas unggul yang resisten terhadap Fo dengan daya hasil tinggi
merupakan salah satu alternatif pengendalian penyakit yang penting dan tidak

menimbulkan dampak negatif. Pengembangan varietas Cassava resisten Fo dapat
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dilakukan dengan metode seleksi in vitro yaitu mengkulturkan eksplan berupa
jaringan atau organ pada medium yang mengandung asam fusarat konsentrasi
selektif (Nurcahyani et al., 2019a; Nurcahyani et al., 2019b; Nurcahyani et al.,
2020).

Penelitian ketahanan terimbas (Induced Resistance) Cassava dengan asam
fusarat (AF) telah dilakukan sebelumnya, dan ditemukan indikasi konsentrasi AF
toleran untuk seleksi planlet in vitro yang resisten. Inokulasi isolat jamur
Fusarium oxysporum (Fo) pada Cassava resisten dilakukan secara in vitro,
dilanjutkan dengan analisis Pola DNA dibandingkan dengan kontrol. Luaran
penelitian tersebut, berupa mutan Cassava dengan Pita DNA baru (spesifik)
berukuran 550 bp (OPA_1) dan 300 bp (OPA_10), diprediksi sebagai kandidat
marker RAPD untuk ketahanan Cassava terhadap Fo. Berdasarkan hasil penelitian
tersebut, selanjutnya perlu dikaji lebih mendalam (yang diaj ukan pada Proposal
Penelitian ini) untuk memastikan apakah pita DNA baru tersebut benar-benar
merupakan protein peroksidase yang menyebabkan mutan Cassava resisten
terhadap Fo, yaitu dengan analisis sequencing ITS r-DNA dan Profil Protein serta
karakter spesifik lain yaitu kandungan Fenol Total dan Gula reduksi.

Berdasarkan latar belakang diatas maka diperlukan penelitian yang lebih
mendalam tentang Induced Resistance mutan Cassava resisten penyakit layu
Fusarium, sehingga akhirnya akan diperoleh teori baru untuk mendukung
pengembangan ilmu pengetahuan dan teknologi (IPTEK) sertatercapainyatujuan
jangka panjang dalam keseluruhan penelitian ini yaitu diperolehnya

varietag/bibit mutan Cassava yang resisten jamur Fusarium oxysporum.

B. Tujuan Khusus
Target dan Tujuan khusus yang ingin dicapai dalam penelitian ini
adalah:
1. Menganalisis urutan basa nukleotida gen mutan Cassava resisten Fo pada
daerah ITS-1danITS-2 r-DNA dengan analisis sequencing,

2. Menganalisis Profil Protein mutan Cassava resisten Fo



3. Mengkarakterisasi mutan Cassava yang resisten terhadap Fo, melipuiti:

kandungan fenol total dan kandungan gula reduksi.

C. Urgens Penelitian

Salah satu permasalahan yang dihadapi dalam budidaya Cassava di
Lampung khususnya dan di Indonesia pada umumnya adalah penyakit layu
Fusarium yang disebabkan oleh jamur Fusarium oxysporum (Fo). Pengendalian
penyakit pada Cassava selama ini dilakukan menggunakan pestisida yang sering
menimbulkan polusi terhadap lingkungan (Markson et al., 2012). Salah satu cara
pengendalian penyakit yang aman terhadap lingkungan, yaitu menggunakan
varietas yang tahan (resisten) dengan mekanisme terimbas atau induced resistance
(Nurcahyani, 2016a; Nurcahyani, 2016b)

Universitas Lampung (Unila) telah menetapkan tiga program unggulan,
yakni (1) kearifan lokal, (2) ketahanan pangan dan (3) energi secara khusus
dalam Renstra Penelitian Unila 2016-2020. Program bidang ketahanan pangan,
penelitian benih didorong untuk menghasilkan benih lokal dan unggul. Unila
pada saat ini, dalam bidang ketahanan pangan, memberikan perhatian yang
serius terhadap kegiatan penelitian yang terkait dengan singkong (Cassava),
hal tersebut karena komoditas ini merupakan produk unggulan Provinsi Lampung.
Sejalan dengan pencapaian renstra Unila tersebut (Program bidang ketahanan
pangan), dalam proposal ini digjukan penelitian tentang pengendalian penyakit
Layu Fusarium pada Cassava dengan tujuan jangka panjang: untuk memperoleh
varietag/bibit unggul Cassava lokal Lampung tahan Fusarium oxysporum,
berdasarkan analisis molekular: Analisis Sequencing daerah ITS r-DNA, Profil
Protein dan karakter ekspresi spesifiknya.

Rencana penelitian yang diajukan dalam proposal ini (Tahun II),
merupakan kelanjutan dari penelitian sebelumnya (Tahun 1) dari Roadmap
Penelitian Cassava. Penelitian ini sangat penting untuk dilanjutkan dalam rangka
mengetahui dan mengkaji lebih mendalam mutan Cassava resisten Fo. Hasil
analisis molekular yang telah dicapai dalam penelitian Tahun | adalah
ditemukannya Pita DNA baru (spesifik) dengan ukuran 550 bp (OPA_1) dan 300



bp (OPA_10), diprediksi sebagai kandidat marker RAPD untuk ketahanan
Cassava terhadap Fo.

Temuan dan luaran inovas yang ditargetkan serta konstribusinya pada

pengembangan keilmuan:

1. Teori tentang mekanisme Induce Resistance Cassava terhadap Fo yang

didasarkan atas urutan basa nukleotida gen mutan Cassava dengan analisis
sequensing daerah ITS r-DNA dan profil protein. Dengan diketahui urutan
basa DNA-nya, maka dapat memperkuat hasil penelitian Tahun | yang
membuktikan bahwa adanya pita baru pada Pola DNA Cassava adalah gen
yang benar-benar menyebabkan Cassava resisten terhadap Fo (mutan
Cassava). Teori baru ini secara ilmiah dapat memberikan kontribusi
bidang analisis molekular.

Dalam jangka panjang akan diperoleh bibit (varietas) Cassava resisten
penyakit Layu Fusarium; dengan tersedianya bibit Cassava resisten
penyakit tersebut, nantinya diharapkan akan dapat meningkatkan kembali
kualitas, produksi, dan daya jual Cassava serta pendapatan petani Cassava

di Lampung khususnya dan Indonesia pada umumnya.

Target Capaian pada penelitian ini disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Target Capaian dalam penelitian

No JenisLuaran Indikator Capaian
K ategori Sub K ategori Wajib | Tambahan TSY
1 | Artikel ilmiah Internasional ada tidak ada Submitted/Published
dimuat di Jurnal Bereputasi/Scopus
Nasiona SINTA 2 tidak tidak ada tidak ada
(DQI) ada
2 | Diseminarkan Internasional tidak ada dilaksanakan
ada
Nasiona tidak tidak ada tidak ada
ada
LPPM tidak tidak ada tidak ada
Unila/Universitas ada
3 | Laporan Akhir Pendlitian ada tidak ada ada
4 | Laporan Penggunaan Anggaran ada tidak ada ada
(Keuangan)
5 | Mhsmelaksanakan Seminar Hasil (Srt. ada tidak ada ada
Ket. PPs)




BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Cassava (Manihot esculenta Crantz.)

Cassava merupakan komoditas pangan penting di Indonesia, dan ke depan
komoditas ini akan semakin strategis peranannya bagi kehidupan masyarakat dan
perekonomian negara. Berdasarkan areal panen komoditas pangan, cassava
menduduki urutan ke tiga setelah padi dan jagung, yang ketiganya sebagai sumber
karbohidrat utama masyarakat (Fauzi dkk., 2015; Amponsah et al., 2014).
Tanaman M. esculenta kaya akan karbohidrat, vitamin dan nutrisi mineral dan
karotenoid, profil asam amino esensial nya juga sebanding dengan kacang-
kacangan seperti kedelai dan asupan protein referensi yang direkomendasikan.
Daun cassava mengandung antioksidan alami, sebagai terapeutik (berkaitan
dengan terapi) dan melancarkan sistem pencernaan, ekskresi dan mengatur tingkat
tekanan darah, juga sebagai sumber protein daun alternatif bagi manusia dan
hewan (Jacob et al., 2019).

B. Ketahanan terimbas (induced resistance).

Ketahanan terhadap penyakit dapat diperoleh dengan cara pengimbasan
ketahanan (induced resistance) yaitu perlakuan sebelum infeksi patogen dengan
senyawa kimia maupun dengan inokulasi mikroorganisme non patogenik
(Sumardiyono dkk., 2015). Ketahanan terimbas berasal dari ketahanan alami yang
dimiliki tanaman, dan akan terekspresi jika ada aksi dari agen pengimbas
(Soelistijono, 2015). Mekanisme ketahanan tanaman terhadap penyakit dapat
berupa ketahanan secara fisik maupun kimia (Corina et al., 2009). Sintesis dan
akumulasi PR-protein sangat berperan penting dalam pertahanan tanaman
terhadap patogen. Hal ini sudah diidentifikasi pada akar tanaman vanili yang
terinfeksi oleh F.oxysporum f. sp. vanillae (Nurcahyani, 2012; Nurcahyani, 2013;
Nurcahyani, 2014; Nurcahyani, 2017); anggrek tanah Spathoglottis plicata
(Nurcahyani, 2016a; Nurcahyani, 2016b), Cassava (Nurcahyani et al., 2019a;
Nurcahyani et al., 2019b),dan Anggrek Bulan Phalaenopsis amabilis (Nurcahyani
et al., 2020).



C. Penyakit Layu Fusarium

Jamur Fusarium oxysporum (Fo) terkenal karena menyebabkan kondisi
yang disebut layu Fusarium, yang mematikan bagi tanaman. Fusarium
oxysporum dapat menyebabkan penyakit di hampir setigp tanaman pertanian
penting; sangat sulit diberantas karena sporanya dapat bertahan di udara untuk
jangka waktu yang lama (Sumardiyono dkk., 2015). Di dalam jaringan tanaman
yang terinfeksi akan terbentuk miselium yang berkembang sampa mencapai
pembuluh xilem, sehingga menyebabkan terhalangnya trasportas unsur hara dan
akhirnya tanaman layu (Putri dkk, 2014). Karakteristik gejala layu muncul karena
penyumbatan pembuluh yang dipicu oleh pengumpulan hifa jamur dan kombinasi
interaksi host-patogen seperti pelepasan racun dan pembentukan tyloses (Srinivas
et al., 2019).

D. Asam fusarat (AF)

Asam fusarat (5- n butilpiridin-2 karboksilat) merupakan toksin yang larut
dalam air dan merupakan antibiotik. Toksin ini mengganggu permeabilitas
membran dan akhirnya mempengaruhi kebutuhan air tanaman. Adanya hambatan
pergerakan air dalam tubuh tanaman menyebabkan terjadinya layu patologis
(Srinivas et al., 2019). Seleksi tanaman dengan menginduksi ketahanan
menggunakan asam fusarat akan lebih efektif dengan memberikan sumber induksi
dengan dosis rendah pada konsentrasi AF nontoksik (di bawah 10® M) sehingga
tanaman akan memberikan respon ketahanan dengan memproduksi fitoaleksin
untuk menghambat aktivitas patogen. Salah satu senyawa fitoaleksin yang di
produks oleh tanaman adalah fenol. Induksi AF juga dapat meningkatkan
senyawa H>O, pada medium kultur, di mana H2O, besifat toksik bagi pahogen,
sebaliknya AF pada konsentrasi toksik akan menyebabkan kematian pada tanaman
(Singh and Upadhyay, 2014).

Penggunaan AF sebagai agens penyeleksi dalam seleksi in vitro dapat
menghasilkan sel atau jaringan mutan yang insensitif terhadap AF, sehingga

setelah diregenerasikan menjadi tanaman dapat menghasilkan galur yang resisten



terhadap infeksi pathogen (Nurcahyani et al., 2017; Nurcahyani et al., 2018;
Nurcahyani et al., 2019a; Nurcahyani, 2019b).

E. Sequensing daerah ITSr-DNA

Daerah Internal Transcribed Spacer (ITS) nuklear ribosomal DNA (r-
DNA) adalah bahan genetik nonstruktural, berada di daerah gen 18S; 5,8S dan
28S r DNA. Daerah ITS-1 berada antara gen 18S dab 5,8S, sedangkan ITS-2
antara gen 5,8S dan 28S. Daerah ITS ini secara umum merupakan daerah yang
bersifat conserve dalam species, sehingga dapat menjadi pembeda antar species
atau marga (Brinegar, 2009).

Teknik ini berdasarkan pada reaksi polimerasi barantai (PCR) dengan
primer tertentu yaitu forward (F) dan reverse (R). Penelitian tentang identifikasi
strain tanaman alga Porphyra haitanensis Chang et Sheng (Bangiales,
Rhodophyta) melalui penanda molekular 1TS-58S r-DNA telah dilakukan.
Penanda ITS r-DNA dapat mengidentifikasi 10 strain dari species alga tersebut
(Chen et al., 2009). Penelitian tentang divergensi jamur Waitea circinata var.
circinata pada wilayah distribusi geografi di Amerika pada annual bluegrass,
dengan penanda sekuen daerah ITS r-DNA telah dilakukan. Berdasarkan
penelitian ini diketahui bahwa W. Circinata var. circinata memiliki divergensi
patogen yang tinggi berkaitan dengan adaptasinya terhadap annual bluegrass di
berbagai habitat di Amerika serikat (Chen et al., 2009).

F. Deteks mutan dengan protein

Perbandingan pita protein yang terbentuk melalui pemisahan elektroforesis
dapat dilakukan untuk mengidentifikasi produk gen yang dihasilkan selama
planlet vanili diseleksi dengan AF. Metode elektroforesis protein dengan Sodium
Dodecyl Sulphate-Polycrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) merupakan
salah satu metode untuk menganalisis protein dengan memisahkan pita-pita
protein yang ada di dalam sampel berdasarkan berat molekulnya (Nurcahyani,
20164).



G. Senyawa Fenol dan Gula Reduks

Pamungkas dkk, (2016) menyatakan bahwa senyawa fenolik merupakan
senyawa yang banyak ditemukan pada tumbuhan. Senyawa fenolik memiliki sifat
farmakologi yaitu sebagai anti inflamasi, antioksidan, dan antibakteri. Kandungan
gula reduksi pada suatu bahan dapat mempengaruhi karakteristik produk. Selama
proses pengolahan bahan, adanya gula pereduksi dan asam amino dari protein
akan menimbulkan reaksi yang dikenal sebagai reaksi Maillard (Widiantara dkk.,
2018).
H. Hasl penelitian yang sudah dicapai (Tahun | dari Roadmap Riset

Cassava)

A. Diperoleh Pita DNA baru (spesifik) pada planlet mutan Cassava dengan
ukuran 550 bp (OPA_1) dan 300 bp (OPA_10), diprediksi sebagai marker
RAPD untuk ketahanan Cassava terhadap Fo. Berdasarkan hasil penelitian
tersebut, selanjutnya perlu dikaji lebih mendalam (yang diajukan pada
Proposal ini, Tahun Il dari Roadmap Riset Cassava) untuk memastikan
apakah pita DNA baru tersebut benar-benar merupakan protein
peroksidase yang menyebabkan mutan Cassava resisten terhadap Fo, yaitu
dengan analisis sequencing ITS r-DNA (urutan basa nitrogen gen mutan
Cassava) dan Profil Protein serta karakter spesifik lain yaitu kandungan
Fenol Total dan Gulareduksi.

B. Hasil penelitian (Tahun | dari roadmap Riset Cassava) yaitu Cassava
Kontrol (A) dan planlet mutan Cassava yang diperlakukan dengan
berbagai konsentrasi asam fusarat: (B) 60 ppm; (C) 80 ppm; (D)100 ppm;
dan (E) 120 ppm (Gambar 1), serta mahasiswa bimbingan penelitian
Tesis S2 Biologi FMIPA Unila yang sedang melakukan mikropropagas
planlet mutan Cassava di ruang In Vitro, Biologi FMIPA Unila (Gambar
2).



Gambar 1. Planlet Cassava Kontrol (A) dan Planlet mutan Cassava yang
diperlakukan dengan berbagai konsentrasi asam fusarat: B.60 ppm;
C.80 ppm; D. ppm; dan E.120 ppm.

Gambar 2. Mahasiswa bimbingan S2 (Ferina Evlin/Angkatan 2019) sedang
melakukan mikropropagasi planlet mutan Cassava di Ruang In Vitro, FMIPA Unila.



Berikut disgjikan Roadmap Riset pada Gambar 3.

ROADMAP RISET
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Gambar 3. Roadmap Riset
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BAB 3. METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan mulai April 2020 sampal dengan September

2020 di

Laboratorium Botani ruang In Vitro, Jurusan Biologi, FMIPA,

Universitas Lampung; Laboratorium Rekayasa Genetika, UGM; UPT LT-SIT,

Universitas Lampung.

Tahapan penelitian pada proposal penelitian ini (Tahun 11) disgjikan
dalam bentuk bagan alir seperti tercantum dalam Gambar 4.

Peaclitian 1*3

Propagas: planiet mutan Terjadi pertembuban tunas, Plandet dalam jurelal

Cissava resisten Fo secara daun dan akar pada planict banyak untuk stok

in vitro | mutn = pengujian whap berihutnya,

Penelitian Z'U

Anolisas Sequencing ITS o Tetjadi perubahan uratan Tendapst Urnutan basa

DNA plaales mntan Crasinn =D | basa nukleotida pada duersh = nukleotida pada duerah ITS-

resisten Fo ITS-1 dan ITS-2 dONA | clan ITS-2 r-DNA mustan
mutan Cassava ressten Fo Cassava resisten Fo

Penelitian 3* ‘ﬂ

Annlisis Profil protein Munculoya pats protein baro Terdapat pita proscin bans

planict matan Cassava =] (spostfik) yang diprediks =p| (spssifik) yang diprediksi

resisten Fo merupakn gen peroksidase merupakn gen poroksidase

Penelitian 4.**

Aralisis Fenol Total planlet Munculnya karakier spesifik Terdapat sifal spesifis

muian Cassava resisten Fo - planlet: peningiatin s | pleniet: peningkatan
kandungan Fenol Total Kianclumgan Fernd Totul
P"f"‘-" mutsn Cassava planlet mutan Cassava
resisten Fo resisten Fo

Penelitian 5°*

Aralisis Guls Reduksi Munculaya kasakter spesafik Terdapa sifat spesifis

planle! muotan Cassava planlet: penmghatan fula planlct: peningkatan

resisten Fo > | redukss planlet mutsn (= Gula realuksi planiet nedan
Cssgava resistea Fo Cassava resisten Fo

Gambar 4. Bagan alir tnhapan penelitian Cassava resisten penyakit layu Fusarium
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Berikut ini diuraikan metode penelitian dari tahap kegiatan yang diusulkan

dalam proposal ini (Tahun Il dari Roadmap Riset Cassava).

1. Polymerase Chain Reaction (PCR) daerah ITS r-DNA mutan Cassava

ressten Fo

DNA yang digunakan dalam penelitian ini, adalah hasil dari isolasi DNA

Cassava pada penelitian sebelumnya.
a. Dibuat campuran PCR dengan total 25 pl di dalam tabung 200 pl dengan

komposisi seperti Tabel 2.

Tabel 2. Komposisi Premix PCR untuk daerah ITSrDNA

Senyawa Total 25l (u) K eterangan
KAPPA2G Fast ReadyMix 22,0 | Prosedur KAPPA2G Fast ReadyMix
Primer forward 1,00 Konsentrasi 100 uM
Primer reverse 1,00 Konsentrasi 100 uM
DNA 1,00 Konsentrasi 10 ng
Jumlah 25,00

. Primer ITS DNA yang digunakan yaitu primer forward dengan susunan
nukleotida 5-GATCGCGGCGGCGACTTGGGCGGTTC-3 (F1), dan
primer reverse dengan susunan nukleotida 5-
GGTAGTCCCGCCTGACCTGGG-3 (R1) (Ming Li et al., 2011).
Dilakukan sequencing untuk mengetahui urutan basa nukleotida gen 18 S
ITS1;, 58S ITS2 dan 28S rDNA. Sequencing DNA menghasilkan 2
sequence. Analisis menggunakan program Sequence Scanner version 1.0.
Gabungan kedua sequence menggunakan editSeq dan SeqMan daltn
Software Suite for Sequence Analysis DNASTAR Lasergene DM version
3.0.25. Pembanding untuk penanda ITS rDNA adalah V. planifolia dari
GenBank.

2. Analisis profil protein planlet Cassava (SDS-PAGE)
Ekstraks protein dilakukan dengan cara menghitung 1 g daun planlet

dengan masing-masing ditambahkan 300 pl Phosphate Buffer Saline (PBS)
(NaCl 8,55 g/L, NaoHPO4.2H-0 1,33 g/L, NaH2PO4.H20 0,34 g/L) dengan pH 7
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sebagal buffer ekstraks dan ditambah inhibitor protease, Konsentrasi protein
ditentukan dengan menggunakan metode Bio-rad (Bio-rad Assay), selanjutnya
dibaca dengan spektrofotometer (Beckman, DU-65) pada panjang gelombang (OD
595 nm). Penentuan berat molekul (BM) protein dilakukan melalui metode SDS-
PAGE.. Pita protein yang terbentuk dalam gel setelah elektroforesis ditentukan
berat molekulnya (kD) (Sodlistijono, 2015).

3. Analiss Kandungan Fenol Total

Analisis senyawa fenol total menggunakan metode Singleton & RossI.
Pengukuran fenol total dilakukan dengan mengambil supernatan sebanyak 0,5 mL
dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL, ditambah 250 pL reagen Folin-
Ciocalteu, setelah didiamkan selama 5 menit lalu ditambahkan 1 mL NaCOs.
Sesudah tercampur rata, diamati nilai serapan pada panjang gelombang 765 nm
menggunakan spektrofotometer (Beckman DU-65), sebagai kontrol digunakan
akuades. Berdasarkan nilai serapan kemudian ditentukan kandungan senyawa
fenol berdasarkan persamaan regresi asam galat yaitu hubungan antara nilai

serapan ekstrak planlet dan seri kepekatan asam galat.

4. Analiss Kandungan Gula Reduks
a. Pengukuran Panjang Gelombang Maksmum Larutan Glukosa
Standar
Ditimbang 20 mg glukosa anhidrat dan dilarutkan dengan akuades sampai
volume 100 ml (larutan glukosa 0.2 mg/ml). Dipipet 25 ml larutan lalu
diencerkan dengan akuades sampai volume 100 ml (larutan glukosa 0.05
mg/ml). Dipipet 1 ml larutan glukosa 0.05 mg/ml kedalam tabung reaksi, lalu
ditambahkan 1 ml pereaksi Nelson. Kemudian ditutup dengan kapas dan
dipanaskan pada waterbath sampai mendidih selama 30 menit lalu didinginkan.
Kemudian, ditambahkan 1 ml larutan arsenomolibdat lalu dikocok hingga
semua endapan larut. Ditambahkan 7 ml akuades lalu kocok hingga homogen.
Diukur serapan panjang gelombang pada 400-800 nm (Pratiwi, 2011 dan Sari,
2012). Maka diperoleh panjang gelombang maksimum yang didapat (761 nm).
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b. Persiapan Kurva Standar Glukosa

Disiapkan larutan glukosa standar dengan variasi konsentrasi dari 0.02 -
0.18 mg/ml. Ditambahkan 1 ml larutan Nelson kemudian dipanaskan selama
30 menit dan didinginkan. Ditambahkan 1 ml larutan arsenomolibdat lalu
dikocok hingga semua endapan larut. Ditambahkan 7 ml akuades lalu kocok
hingga homogen. Diukur sergpannya pada panjang gelombang 761 nm.
Kemudian dibuat kurva standar yang menunjukkan hubungan antara
konsentrasi glukosa standard dan absorbansi (Pratiwi, 2011 dan Sari, 2012).

C. AnalisaKadar Gula Reduks Sampel

Dipipet 1 ml ekstrak daun cassava (Manihot esculenta Crantz.) lalu
diencerkan dalam labu ukur 50 ml dan diambil 1 ml untuk dianalisa
Ditambahkan 1 ml larutan Nelson kemudian dipanaskan hingga mendidih
selama 30 menit dan didinginkan. Ditambahkan 1 ml larutan arsenomolibdat
lalu dikocok. Kemudian ditambahkan 7 ml akuades dan diukur serapannya
pada panjang gelombang 761 nm sehingga dapat dihitung kadar gula
reduksinya (Pratiwi, 2011 dan Sari, 2012).

Analisisdata

Analisis data pada penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap,
sedangkan data kuantitatif dari setiap parameter dianalisis dengan menggunakan
Analisis Ragam dengan tingkat kepercayaan 95%. Apabila ada beda nyata
dilanjutkan dengan Uji Duncan Multiple Range Test padataraf kepercayaan 95%.
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BAB 4. HASIL PENELITIAN

Fusarium oxysporum merupakan patogen tanaman terbawa tanah
(soilborne) yang tersebar di seluruh dunia. Jamur ini menyebabkan penyakit layu
dan mempunyai kisaran tanaman inang yang luas (Hartati dkk., 2016). Fatmawaty
dkk. (2020) menyatakan bahwa jamur fusarium merupakan jamur yang tersebar
luas baik pada tanaman maupun dalam tanah. Layu fusarium sangat sulit untuk
dikendalikan, adapun cara pengendaliannya biasanya secara hayati atau dengan
menggunakan fungisida yang dapat menimbulkan dampak negatif bagi
lingkungan, maka dari itu pada penelitian ini menggunakan asam fusarat sebagai
pengendalian secara hayati yang berfungsi untuk mengendalikan penyakit layu

Fusarium pada tanaman cassava (Manihot esculenta Crantz.).

Hasil penelitian ini terdiri dari hasil uji konsentras asam fusarat yang
menghasilkan LCso pada planlet cassava, perbandingan profil protein cassava
antara kontrol dan yang diberikan perlakuan asam fusarat, serta hasil
perbandingan karakter ekspresi planlet cassava, meliputi uji kandungan fenol
total, dan kandungan gula reduksi. Hasil yang diperoleh dari penelitian disgjikan
pada tabel dibawah ini:

A. Visualisas dan Persentase Planlet Hidup Cassava

Visualisasi planlet cassava yang ditanam pada medium Murashige and Skoog
(MS) dan diberikan perlakuan asam fusarat dengan lima taraf konsentrasi yang
berbeda, yaitu O ppm (kontrol), 60 ppm, 80 ppm, 100 ppm, dan 120 ppm
menunjukkan adanya perubahan warna pada planlet. Visualisasi planlet cassava
diamati mulai dari minggu pertama hingga minggu keempat. Hasil persentase

visualisasi planlet cassava disgjikan pada Tabel 3.
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Tabel 3. Persentase Visualisasi Planlet Cassava Hasil Seleksi dengan
Berbagai Macam Konsentrasi Asam Fusarat (AF)

Persentase dan Visualisas Planlet Cassava
Konsentras Asam Fusarat Pada Minggu Ke-
(Ppm) (%)
I I 11 v
) . H : 50 H:20
0 (kontral) H: 100 H: 100 HC - 50 HC - 80
) ) H:70 H: 50
60 H : 100 H: 100 HC - 30 HC - 50
. ) H:80 H:70
80 H : 100 H: 100 HC - 20 HC - 30
) ) H:90 H: 80
100 H: 100 H: 100 HC - 10 HC - 20
) H:80 H: 60 HC: 50
120 H:100 ' e 20 |HC:40 | cC:50

Keterangan: H= Hijau; HC= Hijau Cokelat; C= Cokelat (mati)

Tabel 3. menunjukkan hasil persentase visualisasi planlet cassava pada
minggu pertama hingga minggu kedua dari masing-masing perlakuan belum
terlihat adanya penurunan persentase visualisasi planlet cassava, kecuali pada
konsentrasi 120 ppm sudah terlihat pada minggu kedua yaitu persentase planlet
cassava berwarna Hijau (H) sebesar 80% dan berwarna Hijau Cokelat (HC)
sebesar 20%. Sedangkan pada saat memasuki minggu ketiga terlihat nyata adanya
penurunan persentase visualisasi planlet cassava yang terjadi pada keseluruhan
konsentrasi asam fusarat, bahwa semakin tinggi konsentrasi asam fusarat tersebut
maka semakin sedikit pula planlet cassava yang berwarna Hijau Cokelat (HC),
kecuali pada konsentrasi 120 ppm dimana persentase planlet cassava yang
berwarna Hijau Cokelat (HC) justru mengalami peningkatan dari minggu
sebelumnya sebesar 20%, pada minggu ketiga ini menjadi 40%. Pada konsentrasi
0 ppm, 60 ppm, 80 ppm, 100 ppm berturut-turut pada minggu ketiga ini memang
mengalami penurunan persentase planlet cassava yang berwarna Hijau Cokelat
(HC) yaitu pada kontrol atau konsentrasi 0 ppm terdapat 50% planlet yang

menunjukkan daun Hijau (H), dan 50% planlet yang menunjukkan daun berwarna
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Hijau Cokelat (HC). Pada konsentrasi asam fusarat 60 ppm, persentase planlet
yang berwarna hijau (H) adalah 70% dan Hijau Cokelat (HC) adalah 30%.
Konsentrasi asam fusarat 80 ppm, persentase visualisasi planlet cassava yang
berwarna Hijau (H) adalah 80% dan Hijau Cokelat (HC) adalah 20%. Sedangkan
pada konsentrasi 100 ppm, persentase visualisasi planlet mengalami peningkatan
dari konsentrasi-konsetrasi sebelumnya yaitu planlet cassava yang berwarna Hijau
(H) adalah 90% dan hanya tersisa 10% saja untuk planlet cassava yang berwarna
Hijau Cokelat (HC).

Persentase visualisasi planlet cassava pada minggu keempat yang diberikan
perlakuan asam fusarat 0 ppm (kontrol) adalah 20% untuk planlet yang berwarna
Hijau (H) dan 80% untuk planlet yang mengalami perubahan warna menjadi Hijau
Cokelat (HC). Persentase visualisasi planlet cassava dengan konsentrasi asam
fusarat 60 ppm menghasilkan planlet yang berwarna Hijau (H) sebesar 50% dan
yang berwarna Hijau Cokelat (HC) juga sebesar 50%. Pada konsentrasi 80 ppm,
hasil persentase visualisasi planlet yang berwarna Hijau (H) adalah sebesar 70%
dan Hijau Cokelat (HC) sebesar 30%. Pada konsentrasi asam fusarat 100 ppm
menghasilkan planlet cassava berwarna Hijau sebesar 80% dan planlet cassava
berwarna Hijau Cokelat (HC) sebesar 20%, sedangkan pada konsentrasi asam
fusarat 120 ppm, persentase planlet cassava yang berwarna Hijau (H) sudah tidak
ada, melainkan adanya perubahan yaitu menjadi warna Hijau Cokelat (HC)
sebesar 50% dan yang 50% lagi yaitu berwarna Cokelat (C) mengalami kematian.
Sehingga dapat disimpulkan bahwa pada konsentrasi tertinggi yaitu 120 ppm
inilah dihasilkan LCso (Lethal Concentration) dimana pada konsentrasi ini dapat
mematikan 50% dari keseluruhan planlet yang diuji. Persentase Jumlah Planlet
Hidup Cassava Hasil Seleksi dengan berbagai macam konsentrasi Asam Fusarat
(AF) disgjikan pada Tabel 4.
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Tabel 4. Persentase Jumlah Planlet Hidup Cassava Hasil Seleksi dengan
Berbagai Macam Konsentrasi Asam Fusarat (AF)

Konsentras Persentase dan Jumlah Planlet Hidup padaMinggu Ke-
asam fusarat (%)

(ppm) I I [l v
0 (kontrol) 100 100 100 100
60 100 100 100 100
80 100 100 100 100
100 100 100 100 100
120 100 100 100 50

Tabel 4. menunjukkan bahwa pada minggu | hingga minggu IV seluruh
planlet cassava 100% hidup, kecuali pada konsentras 120 ppm pada minggu IV
persentase hidup planlet yaitu hanya 50%. Hal ini menunjukkan bahwa adanya
pengaruh dari penggunaan atau pemberian asam fusarat (AF) pada planlet
cassava, sehingga planlet tersebut dapat bertahan hidup hingga minggu 1V,
sedangkan pada konsentrasi 120 ppm menunjukkan tercapainya atau

dihasilkannya L Cso pada planlet cassava tersebut.

B. Konsentras Asam Fusarat Toleran

Asam fusarat adalah toksin yang dihasilkan oleh jamur Fusarium
oxysporum, banyak digunakan pada seleksi in vitro pada tanaman. Penggunaan
asam fusarat pada seleksi in vitro disebabkan asam fusarat yang bersifat
patogenesis dan general terhadap tumbuhan sehingga bisa diaplikasikan untuk
banyak tanaman. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa penambahan asam
fusarat pada media sebagai komponen seleksi berkorelasi dengan tingkat
ketahanan tanaman terhadap fusarium padatingkat lapang (Bacon et al., 1996).
Asam fusarat yang digunakan pada penelitian ini terdapat lima taraf konsentrasi
yang berbeda, yaitu 0 ppm (kontrol), 60 ppm, 80 ppm, 100 ppm, dan 120 ppm.
Hasil seleksi planlet cassava yang telah diinduksi dengan menggunakan asam
fusarat dengan berbagai macam taraf konsentrasi yang berbeda disgjikan pada
Gambar 5.
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Gambar 5. Planlet cassava dengan berbagai konsentrasi asam fusarat
(A) 0 ppm “kontrol”, (B) 60 ppm, (C) 80 ppm, (D) 100 ppm, (E) 120 ppm
Berdasarkan Gambar 5. menunjukkan bahwa ketahanan planlet Cassava
semakin baik seiring dengan bertambahnya konsentrasi asam fusarat yang
digunakan, kecuali pada konsentrasi 120 ppm. Semakin tinggi konsentrasi
asam fusarat, maka keadaan planlet cassava semakin baik dibandingkan
dengan yang kontrol. Hal ini menunjukkan bahwa, planlet cassava yang
diberikan perlakuan asam fusarat dengan berbagai macam konsentrasi
lebih baik dibandingkan dengan planlet cassava tanpa perlakuan yaitu
kontrol. Terlihat pada gambar A. (planlet tanpa perlakuan asam fusarat)
terlihat jelas tandatanda bahwa planlet tersebut layu, yang
mengindikasikan bahwa planlet tersebut tidak tahan. Berbeda halnya
dengan planlet cassava yang diberikan perlakuan asam fusarat dengan
berbagai macam konsentrasi, seperti pada gambar 3 bagian (B, C, dan D)
terlihat jelas bahwa planlet-planlet tersebut memiliki ketahanan yang lebih
baik dengan yang kontrol dimana semakin meningkat konsentrasi asam
fusarat maka semakin meningkat pula katahanannya.
Hal ini sgjalan dengan penelitian terdahulu yang telah dilakukan oleh Sari
(2019) menunjukkan bahwa konsentrasi asam fusarat yang paling baik
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dalam pengimbasan ketahanan penyakit layu fusarium pada planlet
cassava yaitu pada konsentrasi tertinggi 80 ppm menghasilkan jumlah
planlet cassava yang berwarna hijau sebanyak 70% dan berwarna hijau
cokelat sebanyak 30% dengan persentase jumlah hidup 100%.

Pada penelitian ini, terjadi sedikit perbedaan dari penelitian-
penelitian sebelumnya dimana pada konsentrasi asam fusarat 120 ppm
planlet cassava mengalami kematian sebanyak 50% dari jumlah
keseluruhan planlet. Dapat dilihat pada gambar E. (perlakuan asam fusarat
120 ppm) bahwa planlet cassava terlihat hijau kecokelatan hingga
berwarna cokelat yang menunjukkan bahwa planlet tersebut mengalami
kematian. Sehingga pada penelitian ini  tercapai LCso (Lethal
Concentration 50%) yang artinya bahwa perlakuan asam fusarat
konsentrasi 120 ppm dapat mematikan 50% dari keseluruhan planlet yang
diuji.

C. Karakterisas Planlet Cassava (Manihot esculenta Crantz.)
Karakterisasi planlet cassava yang memiliki keterkaitan dengan ketahanan
terhadap jamur Fusarium oxysporum, dapat dilihat dari kandungan fenol

total, kandungan gula reduksi, dan analisis profil protein.

1. AnalissKandungan Fenol Total

Uji kandungan fenol total dilakukan dengan metode Follin-Ciocalteu. Tujuan
dari analisis kandungan fenol total ini adalah untuk mengetahui kadar atau
jumlah fenol yang terdapat pada sampel, sampel yang digunakan yaitu daun
cassava (Manihot esculenta Crantz.) yang dijadikan ekstrak dengan
menggunakan methanol sebagai pelarutnya. Kadar fenol total ditetapkan
dengan metode spektrofotometri (Amanah, 2015).

Senyawa fenol adalah hasil dari metabolisme tanaman, yang artinya jika
terdapat senyawa tersebut maka itu merupakan bentuk sistem ketahanan
kimia yang dapat mencegah pertumbuhan dan perkembangan patogen pada

tanaman. Peningkatan senyawa fenol juga merupakan mekanisme ketahanan
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dari planet cassava (Manihot esculenta Crantz.) hasil dari pengimbasan
dengan menggunakan asam fusarat (AF), sebelum dilakukan analisis
kandungan fenol total, maka harus kita tentukan terlebih dahulu pengukuran
kurva standar fenol dengan menggunakan asam galat. Penggunaan asam galat
sebagai larutan standar karena asam galat memiliki substansi yang stabil dan
murni.pengukuran ini dilakukan untuk mengestimasi kuantitas fenol total
dengan regresi linear (Aberouman dan Deokule, 2008). Kurva regresi standar
asam galat disgjikan pada Gambar 6.

0,25
y =0,0004x-0,0206

R?*=0,9744
0,2 (;|\

Absorbansi

0,1

0,05
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Gambar 6. Kurvaregresi standar asam galat

Pengukuran dari kurva standar ini dihasilkan persamaan garis regresi
linear (y = 0,0004x — 0,0206) dan memiliki nilai korelasi positif tinggi (R?> =
0,9744). Hal ini menunjukkan bahwa dari hasil keragaman tersebut sifatnya
adalah homogen. Persamaan regresi asam galat digunakan untuk menentukan
kandungan / kadar fenol total dengan memasukkan absorbansi yang
didapatkan dari kurva standar asam galat pada setiap sampel ke y dan akan
didapatkan x sebagai pg/mL kadar asam galat. Kadar asam galat (pug/mL)
inilah yang akan digunakan untuk menghitung kandungan fenol total yaitu
banyaknya kadar asam galat (ug/mL) per kadar sampel (g/mL) (Pamungkas et
al., 2016).
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Berdasarkan kurva standar yang telah diperoleh, maka selanjutnya dapat
diketahui kandungan fenol total dari masing-masing perlakuan berdasarkan
garisregresinya pada Tabel 5.

Tabel 5. Kandungan Fenol Total (%) planlet Cassava (Manihot esculenta
Crantz)) setelah diinduksi dengan asam fusarat

Perlakuan Rata-rata Kandungan Fenol Total (%)
0 ppm 17,50 £ 0,03a
60 ppm 28,10 £ 0,02b
80 ppm 41,25+ 0,01c
100 ppm 48,85 + 0,03a
120 ppm 62,20 £ 0,02c

K eterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang samatidak berbeda
nyata pada padataraf 5%.

Berdasarkan pada Tabel 3. di atas terlihat peningkatan kandungan fenol total
dari sekitar 17,50% pada kontrol (O ppm), meningkat menjadi 28,10% pada
perlakuan asam fusarat 60 ppm, diikuti 41,25% pada perlakuan 80 ppm,
48,85% pada 100 ppm, dan kandungan fenol total tertinggi yaitu 62,20% pada
perlakuan asam fusarat 120 ppm.

Hasil penelitian ini juga sejalan dengan hasil penelitian oleh Nurcahyani et al.
(2012) pada panlet vanili yang diimbas dengan menggunakan asam fusarat
sehingga menghasilkan planlet vanili yang resisten terhadap F. oxysporum.
Pada planlet vanili tersebut terjadi peningkatan kandungan fenol total seiring

dengan meningkatnya konsentrasi asam fusarat.

Analiss Kandungan Gula Reduksi

Uji kandungan gula reduksi pada penelitian ini dengan menggunakan
metode Nelson-Somogyi, dimana metode ini digunakan untuk mengukur
kadar gula reduksi dengan menggunakan pereaksi tembaga arsenomolibdat.
Cu?* direduksi menjadi Cu® kemudian dilarutkan dengan arsenomolibdat

menjadi molibdenum berwarna biru (Pratiwi, 2011). Intensitas warna yang
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terbentuk menunjukkan banyaknya gula pereduksi yang terdapat dalam
sampel, karena konsentrasi arsenomolibdat yang tereduksi sebanding dengan
konsentrasi tembaga (1) oksida (Cu20), sedangkan konsentrasi Cu20
sebanding dengan konsentrasi gula pereduksi (Alkayyis, 2016).

Gula reduksi merupakan golongan karbohidrat yang dapat mereduksi
senyawa-senyawa penerima elektron, salah satunya yaitu glukosa, sebelum
dilakukan analisis kandungan gula reduksi, maka harus kita tentukan terlebih
dahulu pengukuran kurva standar gula reduksi dengan menggunakan larutan
glukosa standar.

Kurvaregres standar gulareduksi disajikan pada Gambar 7.
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Gambar 7. Kurvaregresi standar gula reduksi

Pengukuran dari kurva standar ini dihasilkan persamaan garis regresi
linear (y = 0,0001x + 0,3) dan memiliki nilai korelasi positif tinggi (R®> =
0,9878). Hal ini menunjukkan bahwa keragaman tersebut bersifat homogen.
Persamaan regresi glukosa standar digunakan untuk menentukan kandungan
gula reduksi dengan memasukkan absorbansi yang didapatkan dari kurva
standar gula reduksi pada setiap sampel ke y dan akan didapatkan x sebagai
kadar glukosa standarnya. Berdasarkan kurva standar yang telah diperoleh,
maka selanjutnya dapat diketahui kandungan gula reduksi dari masing-
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masing perlakuan (berbagai macam konsentrasi, yaitu O ppm (kontrol), 60
ppm, 80 ppm, 100 ppm, dan 120 ppm) berdasarkan garis regresinya pada
Tabel 6.

Tabel 6. Kandungan gulareduksi (%) planlet cassava
(Manihot esculentaCrantz.) setelah diinduksi dengan asam fusarat

Rata-rata Kandungan Gula Reduksi
Perlakuan
(%)
0 ppm 63,63 +0,03a
60 ppm 78,00 £ 0,01b
80 ppm 80,09 + 0,02c
100 ppm 88,54 + 0,01b
120 ppm 98,54 + 0,02c

K eterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang samatidak berbeda
nyata padataraf 5%

Berdasarkan pada Tabel 6. menunjukkan bahwa asam fusarat mampu
mempengaruhi  peningkatan kandungan gula reduksi yang berbeda nyata
Hasil uji menunjukkan angka yang berbeda nyata pada taraf 5%. Perlakuan
setelah diinduksi dengan asam fusarat mengalami peningkatan kandungan
gula reduksi pada planlet cassava (Manihot esculenta Crantz.). Kandungan
gula reduksi mengalami peningkatan yang signifikan pada perlakuan dengan
konsentrasi 120 ppm yaitu sebesar 98,54%. Dari data tersebut terlihat bahwa
semakin tinggi perlakuan konsentrasi asam fusarat, maka semakin tinggi pula

kandungan gula reduksi yang ada pada planlet cassava.

C. Analisis Profil Protein planlet cassava (Manihot esculenta Crantz.)
dengan metode SDS-PAGE

Protein merupakan makromolekul yang terbentuk dari asam amino
yang tersusun dari atom nitrogen, karbon, dan oksigen, beberapa jenis asam

amino yang mengandung sulfur (metionin, sistin, dan sistein) yang
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dihubungkan oleh ikatan peptida. Dalam makhluk hidup, protein berperan
sebagai pembentuk struktur sel dan beberapa jenis protein memiliki peran
fisiologis (Bintang, 2010). Analisis profil protein tersebut, dapat dilihat pada
Gambar 7 di bawah ini.
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Gambar 7. Profil protein daun planlet cassava setelah diinduksi asam
fusarat dengan metode SDS-PAGE

Berdasarkan hasil SDS-PAGE profil protein cassava (Manihot
esculenta Crantz.) terdapat temuan berupa kehadiran satu pita baru yaitu pita
pada berat molekul 100 kDa (perlakuan konsentrasi asam fusarat 120 ppm),
dan juga ada pita protein yang hilang yaitu pada berat molekul 60 kDa
(perlakuan konsentrasi asam fusarat 120 ppm).

Menurut Gunanti et al. (2010), ketebalan pita protein hasil SDS-PAGE
menggambarkan tinggi rendahnya konsentrasi dari suatu protein yang
terdapat dalam sampel uji. Pada penelitian ini, pita protein yang terlihat
paling tebal dan jelas, dan juga konsisten muncul hampir pada setiap individu
dari masing-masing kelompok perlakuan yaitu pita dengan berat molekul 25
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kDa. Keberadaan dan tebal tipisnya pita protein yang terbentuk tergantung
dari jenis, jJumlah, dan urutan asam amino. Hal tersebut yang menyebabkan
adanya perbedaan dari setiap protein yang terbentuk. Demikian juga pita baru
yang terbentuk tersebut merupakan hasil dari reaks atau proses biokimia
yang terbentuk antara tanaman dengan pemberian pupuk baik ekstrak cair
maupun pupuk anorganik (Salisbury dan Ross, 1995a), dimana dalam
penelitian ini terbentuknya pita baru tersebut merupakan hasil dari reaksi atau
proses biokimia yang terbentuk antara cassava dengan pemberian asam
fusarat (AF) dengan berbeda-beda perlakuan di dalamnya.

D. Polymerase Chain Reaction (PCR) daerah ITS r-DNA mutan Cassava
resisten Fo

Sampel Cassava yang digunakan untuk penanda molekular dengan
analisis ITS DNA, yaitu yang mewakili pada analisis RAPD. Ampilfikasi
daerah ITS dilakukan dengan menggunakan pasangan primer F1
(5’GATCGCG GCGGCGACTTGGGCGGTT-3") sebagai primer forward dan
Rl (5-GGTAGTCCCGCCTG ACCTGGG-3’) sebagai primer reverse
(Mueller et al., 2008).

Pada semua perlakuan, amplifikasi daerah ITS rDNA terdeteksi pada
pita ukuran 600-700 bp. Hal tersebut sesuai dengan analisis dengan metoda
ITSrDNA, yang telah dilakukan oleh peneliti terdahulu pada tumbuhan berbiji
(Baldwin & Markos, 1995; Baidwin et al., 1998; Chase et al., 2005).

Daerah Internal Transcribed Spacer (ITS) nuklear ribosomal DNA (r-DNA)

adalah bahan genetik nonstruktural, berada di daerah gen 18S; 5,8S dan 28Sr
DNA. Daerah ITS-1 berada antara gen 18S dab 5,8S, sedangkan ITS-2 antara
gen 5,8S dan 28S. Daerah ITS ini secara umum merupakan daerah yang
bersifat conserve dalam species, sehingga dapat menjadi pembeda antar
gpecies atau marga. (Brinegar, 2009). Teknik ini berdasarkan pada reaksi
polimerasi barantai (PCR) dengan primer tertentu yaitu forward (F) dan
reverse (R) (Baldwin et al., 1995; Baldwin & Markos, 1998).
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Berdasarkan perbandingan susunan basa nukleotida, setigp kultivar
mengalami mutasi baik pada daerah 18S, ITS 1, 5,8S, ITS2, maupun 26S r-
DNA. Mutas terjadi baik pada Cassava yang diperlakukan dengan asam
fusarat konsentrasi 60, 80, 100, dan 120 ppm. Adanya mutasi pada cassava
perlakuan dapat disebabkan karena semula melalui persilangan alami,
kemudian diikuti oleh pemilihan ragam oleh pemulia tanaman, dapat pula
terjadi karena pengaruh perbedaan faktor lingkungan di habitat.
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BAB 5. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan , maka dapat disimpulkan sebagai berikut.

1. Pada semua perlakuan, amplifikasi daerah ITS rDNA terdeteks pada pita ukuran
600-700 bp. Berdasarkan perbandingan susunan basa nukleotida, setiap kultivar
mengalami mutasi baik pada daerah 18S, ITS 1, 5,8S, ITS2, maupun 26S r-DNA.
Mutas terjadi baik pada Cassava yang diperlakukan dengan asam fusarat
konsentrasi 60, 80, 100, 120 ppm.

2. Terdapat pita protein baru (berat molekul 100 kDa), pita protein hilang (berat
molekul 60 kDa), dan protein yang pitanya konsisten muncul dan tebal (25 kDa).
Pita protein pada SDS-PAGE 1D mengindikasi terbentuknya ketahanan planlet
Cassava terhadap Fusarium oxysporum. Protein dengan berat molekul sekitar
100 kD tersebut diprediksi merupakan protein peroksidase, yang berperan di
dalam ketahanan terhadap Fusarium oxysporum.

3. Planlet cassava yang toleran terhadap penyakit layu fusarium menunjukkan
adanya karakter ekspresi yang berbeda dengan planlet cassava yang tidak toleran
terhadap jamur Fusarium oxysporum, yaitu terjadi peningkatan kandungan fenol
total, kandungan gula reduksi pada planlet cassava yang toleran terhadap
Fusarium oxysporum, seiring dengan meningkatnya konsentrasi asam fusarat

yang diberikan.
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RINGKASAN

Penelitian tentang Induced Resistance planlet vanili (Vanilla planifolia Andrews)
dengan asam fusarat (AF) telah dilakukan sebelumnya, dan ditemukan indikasi
konsentrasi AF toleran untuk seleksi planlet in vitro yang tahan. Inokulasi isolat jamur
Fusarium oxysporum f. sp. vanillae (Fov) pada planlet tahan dilakukan secara in vitro,
dilanjutkan dengan analisis DNA dan profil protein dari V. planifolia yang tahan terhadap
Fo, dibandingkan dengan kontrol.

Hasil dari penelitian sebelumnya, berupa Pita DNA baru (spesifik) yang
mempunyai ukuran 930 bp (OPB_14), 430 bp (OPB_20), serta 230 bp dan 270 bp
(OPD_19),dan diprediksi sebagai kandidat marker RAPD untuk ketahanan planlet
terhadap Fov; Pita protein baru (berat molekul +18 kD) pada SDS-PAGE 1D
mengindikasi terbentuknya ketahanan planlet V. planifolia terhadap Fov. Berdasarkan
hasil penelitian tersebut, selanjutnya perlu dikaji lebih mendalam untuk memastikan
apakah pita DNA baru tersebut benar-benar merupakan protein peroksidase yang
menyebabkan mutan V. planifolia tahan terhadap Fov, yaitu dengan analisis sequencing.

Tujuan jangka panjang dalam keseluruhan penelitian ini adalah memperoleh
bibit mutan V. planifolia yang tahan terhadap Fov. Target khusus yang ingin dicapai
adalah 1) mengetahui urutan basa nukleotida gen mutan V. planifolia tahan Fov pada
daerah ITS-1 dan ITS-2 rDNA dengan analisis sequencing, 2) Uji ketahanan dan
karakterisasi V. planifolia yang tahan Fov secara in vivo.

Tahapan kegiatan yang dilakukan meliputi: 1) Analisis sequencing pada daerah
ITS-1 dan ITS-2 rDNA diharapkan akan diperoleh urutan basa nukleotida gen 18 S ITS-
1, 5,8 S ITS-2 dan 28 S r DNA yang mengindikasikan mutan V. planifolia tersebut tahan
Fo, 2) Analisis ketahanan dan karakterisasi mutan yaitu kerapatan stomata dan klorofil
untuk memperoleh karakter spesifik mutan tahan Fov.

Kriteria ketahanan vanili setelah di inokulasi dengan Fov secara in vivo pada hari ke-
29 (0 ppm) kontrol adalah rentan, 90 ppm dan 100 ppm kriterianya moderat. Pada
konsentrasi AF 110 ppm kriteria ketahanannya adalah tahan dengan intensitas penyakit
hingga 25%. Planlet vanili yang tahan terhadap Fov memiliki karakter ekspresi yang
berbeda dengan planlet yang tidak tahan. Pada semua perlakuan, amplifikasi daerah ITS
rDNA terdeteksi pada pita ukuran 600-700 bp. Berdasarkan perbandingan susunan basa
nukleotida, setiap kultivar mengalami mutasi baik pada daerah 18S, ITS 1, 5,8S, ITS2,
maupun 26S rDNA. Mutasi terjadi baik pada vanili yang diperlakukan dengan asam
fusarat konsentrasi 90, 100, 110 ppm.

Kata kunci : Mutan Vanilla planifolia; ITS rDNA; Sequencing; Fusarium oxysporum
f.sp. vanillae; in vivo



BAB 1. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang dan Permasalahan

Salah satu komoditas perkebunan di Indonesia dan di Provinsi Lampung
khususnya, dengan nilai ekonomi yang cukup tinggi dan telah mempunyai nama
cukup baik di pasaran Internasional adalah vanili. Di pasaran internasional vanili
Indonesia dikenal dengan sebutan Java Vanilla Beans karena mempunyai kualitas
terbaik dengan kadar vanillin 2,75% (Hadipoetyanti, 2007). United Nations
Development Programme (UNDP), merekomendasikan bahwa vanili Indonesia
tidak berbeda dari "Bourbon vanili” yang memiliki citra komoditas sangat baik di
masyarakat internasional (Umamaheswari & Mohanan, 2011).

Penyakit BBV disebabkan oleh jamur Fusarium oxysporum f.sp. vanillae
(Fov) yang dapat menyebabkan kerugian yang sangat besar dengan akibat matinya
tanaman 50 - 100%, atau bahkan tidak dapat berproduksi serta mutu buah yang
berasal dari tanaman yang sakit sangat rendah (Hadisutrisno, 2004). Salah satu
alternatif cara pengendalian penyakit yang aman, efisien dan efektif serta aman
terhadap lingkungan, antara lain menggunakan varietas yang tahan.

Asam fusarat (AF) merupakan metabolit yang dihasilkan oleh beberapa
spesies jamur dari genus Fusarium. Secara kimia AF disebut 5-n-butylpicolinic
acid. Penggunaan AF sebagai agens penyeleksi dalam seleksi in vitro dapat
menghasilkan sel atau jaringan mutant yang insensitif terhadap AF, sehingga
setelah diregenerasikan menjadi tanaman dapat menghasilkan galur yang resisten
terhadap infeksi patogen (Arai dan Takeuchi, 1993). Identifikasi mutan atau
varian yang insensitif terhadap AF dengan seleksi in vitro pernah dilakukan pada
tanaman tomat (Toyoda et al., 1984), pisang (Morpurgo et al., 1994; Matsumoto
et al., 1995), gladiol (Remotti et al., 1997), nanas (Borras et al., 2001), dan vanili
(Nurcahyani et al., 2012; Nurcahyani, 2013; Nurcahyani et al., 2014). Hasil
penelitian para peneliti tersebut menunjukkan bahwa somaklonal dari hasil
regenerasi massa sel yang tahan terhadap toksin tersebut juga tahan terhadap

patogen, dan sifat ini diturunkan pada generasi berikutnya.



Berdasarkan penelitian sebelumnya diperoleh luaran berupa kandidat
mutan V. planifolia tahan Fov. Kandidat mutan tersebut, selanjutnya perlu dikaji
lebih mendalam untuk memastikan apakah pita DNA baru (spesifik) yang
mempunyai ukuran 930 bp (OPB_14), 430 bp (OPB_20), serta 230 bp dan 270 bp
(OPD_19) benar-benar merupakan protein peroksidase yang menyebabkan planlet
V. planifolia tahan Fov, yaitu dengan analisis sequencing. Dengan demikian
kajian yang diajukan pada Proposal Penelitian ini adalah menganalisis sekuens
daerah ITS-1dan ITS-2 rDNA. Mutan V. planifolia selanjutnya di aklimatisasi di
rumah kasa, sehingga diperoleh mutan yang sudah beradaptasi dengan lingkungan
luar (in vivo). Analisis ketahanan V. planifolia dan makropropagasi mutan tersebut
selanjutnya dilakukan untuk memperoleh ketahanan mutan V. planifolia tahan Fov
secara in vivo. Karakterisasi mutan berupa kerapatan stomata dan klorofil
dilakukan selanjutnya untuk memperoleh karakter spesifik mutan tahan Fov.

Berdasarkan latar belakang diatas maka diperlukan penelitian yang lebih
mendalam tentang Induced Resistance mutan V. planifolia tahan busuk batang
vanili berdasarkan analisis molekularnya, sehingga akhirnya akan diperoleh teori

baru untuk mendukung pengembangan ilmu pengetahuan dan teknologi (IPTEK).

B. Tujuan Khusus
Tujuan khusus yang akan dicapai dalam penelitian ini adalah:

1. Mengetahui urutan basa nukleotida gen mutan V. planifolia tahan Fov pada
daerah ITS-1 dan ITS-2 rDNA dengan analisis sequencing untuk memperkuat
Teori Induced Resistance vanili terhadap Fov.

2. Mengetahui karakter dan uji ketahanan mutan V. planifolia yang tahan Fov
secara in vivo sehingga diperoleh kriteria ketahanan dan karakter spesifik

mutan V. planifolia tahan Fov.

C. Urgensi Penelitian
Rencana penelitian ini merupakan kelanjutan dari penelitian sebelumnya
(Hibah Penelitian Disertasi Doktor). Penelitian yang diajukan dalam proposal ini

sangat penting untuk dilanjutkan dalam rangka mengetahui dan mengkaji lebih



mendalam mutan V. planifolia tahan Fov yang dihasilkan pada penelitian
sebelumnya dan dampaknya secara langsung terhadap lingkungan. Data awal
dalam analisis dampak mutan V. planifolia terhadap lingkungan penting dilakukan
karena data ini diperlukan dalam menentukan kebijakan penggunaan varietas baru
(mutan V. planifolia tahan Fov).

Hasil analisis molekular yang telah dicapai dalam penelitian sebelumnya
adalah ditemukannya Pita DNA baru (spesifik) dengan ukuran 930 bp (OPB_14),
430 bp (OPB_20), serta 230 bp dan 270 bp (OPD_19). Pita baru tersebut dapat
diprediksi sebagai kandidat marker RAPD untuk ketahanan planlet V. planifolia
terhadap Fov. Pita protein baru (berat molekul = 18 kD) pada SDS-PAGE 1D
mengindikasi terbentuknya ketahanan planlet V. planifolia terhadap Fov. Protein
dengan tersebut diprediksi merupakan protein peroksidase, yang berperan di
dalam ketahanan terhadap Fov.

Kandidat mutan V. planifolia tahan Fov yang diperoleh pada penelitian
sebelumnya, selanjutnya perlu dikaji lebih mendalam untuk memastikan apakah
pita DNA baru (spesifik) tersebut benar-benar merupakan protein peroksidase
yang menyebabkan planlet V. planifolia tahan Fov yaitu dengan analisis
sequencing.

Mutan V. planifolia selanjutnya di aklimatisasi di rumah kasa, dan
dilanjutkan dengan analisis ketahanan dan makropropagasi. Karakterisasi mutan
berupa kerapatan stomata dan kadar klorofil dilakukan untuk memperoleh
karakter spesifik mutan tahan Fov. Analisis dampak terhadap lingkungan mutan
V. planifolia dilakukan pula untuk memperoleh data awal dalam menentukan
kebijakan penggunaan varietas baru. Apabila uji coba bibit V. planifolia mutan
tahan Fov di rumah kasa tersebut berhasil, kemudian dilanjutkan uji coba
dilapangan (Rencana penelitian selanjutnya) pada daerah-daerah endemik vanili
yang terkena penyakit busuk batang vanili (Fov), dan apabila uji di lapangan
tersebut berhasil maka selanjutnya bibit mutan diusulkan untuk dipatenkan, dan
lisensinya ditawarkan ke perusahaan swasta untuk diproduksi massal.

Dalan jangka panjang, hasil penelitian ini diharapkan dapat membantu

masyarakat petani vanili pada khususnya dalam memperoleh bibit vanili V.



planifolia yang tahan penyakit busuk batang, sehingga nantinya diharapkan akan

dapat meningkatkan kembali kualitas, produksi, dan daya jual vanili V. planifolia

serta pendapatan petani vanili di Indonesia.
Temuan yang ditargetkan dalam proposal penelitian yang diajukan ini
adalah:

a) Teori tentang mekanisme Induce Resistance V. planifolia terhadap
F.oxysporum f.sp. vanillae (Fov) yang didasarkan atas urutan basa DNA
dengan analisis sequensing daerah ITS r-DNA. Dengan diketahuinya urutan
basa DNA nya, maka dapat memperkuat pendapat bahwa adanya pita baru
pada pola DNA dan Profil protein V. planifolia pada penelitian sebelumnya,
membuktikan bahwa gen tersebut adalah gen yang benar-benar menyebabkan
vanili tahan terhadap Fov (mutan vanili). Teori baru ini secara secara ilmiah
dapat memberikan kontribusi bidang analisis molekular.

b) Data awal dalam menentukan kebijakan penggunaan varietas baru. Tata kerja
diatur dalam Peraturan Menteri Pertanian Republik Indonesia Nomor
61/Permentan/Ot.140/10/2011 Tentang Pengujian, Penilaian, Pelepasan dan
Penarikan Varietas (Anonymous, 2010). Data awal ini dapat mendukung
pengembangan iptek di bidang pemuliaan dan lingkungan hidup.



2. TINJAUAN PUSTAKA

A. Ketahanan terimbas (induced resistance).

Pengendalian penyakit secara hayati dapat melalui interaksi antara
populasi patogen dan agens hayati baik secara langsung maupun tidak langsung.
Ketahanan terimbas bersifat tidak spesifik terhadap jenis patogen, sehingga dapat
lebih efisien dalam pelaksanaanya (Agrios 2005). 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 (Vidhyasekaran, 1997;
Agrawal et al., 1999; Lea & Leegood, 1999).

Enzim peroksidase (termasuk kelompok PR-protein) merupakan salah satu
senyawa yang dapat menggambarkan mekanisme ketahanan tanaman terhadap
infeksi patogen (Vidhyasekaran, 1999). Hal ini sudah diidentifikasi pada akar
tanaman pisang yang terinfeksi oleh Fusarium oxysporum f.sp cubense
(Saravanan et al., 2004), dan vanili yang terinfeksi oleh F.oxysporum f. sp.
vanillae (Nurcahyani, 2013).

Contoh aplikasi gen peroksidase yang diekspresikan dengan reporter gus
(6-glucuronidase) pada tomat (Lycopersicon esculentum) telah dilaporkan oleh
Medina (1999), demikian pula pada ketela rambat (Ipomoea batatas) (Jang et al.,
2004). Enzim peroksidase yang diinduksi oleh patogen berbagai tumbuhan juga
telah dilaporkan, misalnya pada mentimun (Cucumis sativus) (Alkahtani et al.,
2011), Eustoma grandiflorum (Popa et al., 2009), kacang tanah (Ye & Ng, 2002),
kacang kapri (Luhova et al., 2003), Phytolacca dioica L (Guida et al., 2010), dan
Nurcahyani (2013) pada vanili.

B. Tanaman Vanilla planifolia Andrews

Vanili merupakan tumbuhan epifit dan termasuk ke dalam familia
Orchidaceae. Genus vanili terdiri dari sekitar 150 spesies, tetapi yang bernilai
ekonomis hanya 3 spesies yaitu V. planifolia Andrews, V. tahitensis J. Wi Moore
dan V. pompona Schieda (Besse et al., 2004; Minoo et al., 2008; Umamaheswari

& Mohanan, 2011). Spesies yang banyak dibudidayakan, khususnya di Indonesia



adalah V. planifolia Andrews (Anandaraj et al., 2005; Rajeev P & Dinesh R,
2005; Palama et al., 2010).

International Standar Organization (ISO) telah menetapkan spesifikasi
vanili yang diperdagangkan di seluruh dunia. Secara nasional telah ditetapkan
olen Dewan Standardisasi Nasional dengan nama Standar Nasional Indonesia
(SNI). Standar ini meliputi definisi, klasifikasi, syarat mutu, cara pengambilan
contoh, cara uji, syarat penandaan, dan cara pengemasan. Pada SNI ini produk
vanili digolongkan dalam empat jenis mutu, yaitu mutu IA, mutu IB, mutu II, dan
mutu 11l (Hadipoentyanti et al., 2007). Perkembangan mutu vanili Indonesia
sesuai selera pasar diharapkan merupakan vanili bermutu paling baik, yaitu mutu
IA meliputi ukuran polong dan kadar vanilinnya yang tinggi. Mutu 1A yang
digemari konsumen akan diperoleh bila buah berasal dari tanaman yang sehat dan

sedikit pestisida kimiawi.

C. Penyakit Layu Fusarium (Penyakit busuk batang vanili)

Fusarium oxysporum f. sp. vanillae (Fov) patogen pada tanaman vanili
dapat bertahan secara alami di dalam medium tumbuh dan pada akar-akar
tanaman sakit. Apabila terdapat tanaman peka, melalui akar yang luka dapat
segera menimbulkan infeksi. (Semangun, 2001; Hadisutrisno, 2004). Perakaran
menjadi busuk dan dapat meluas ke atas sampai ke pangkal batang. Jika akar
rimpang dipotong akan tampak bahwa epidermis dan hipodermis berwarna ungu,
sedang phloem dan xylem berwarna ungu merah jambu muda. Akhirnya seluruh
akar rimpang menjadi berwarna ungu (Semangun, 2001)

Fusarium oxysporum terkenal karena menyebabkan kondisi yang disebut
layu Fusarium, yang mematikan bagi tanaman. Pada saat tanaman menunjukkan
tanda-tanda gejala penyakit dari infeksi patogen, maka untuk pengendaliannya
sudah terlambat, dan tanaman akan mati. Selain itu, F. oxysporum tidak
diskriminatif, mereka dapat menyebabkan penyakit di hampir setiap tanaman
pertanian penting. F. oxysporum terbukti sangat sulit diberantas karena spora F.
oxysporum juga dapat bertahan di udara untuk jangka waktu yang lama, sehingga

rotasi tanaman bukan merupakan metode kontrol yang tepat (Djaenuddin, 2003).



D. Asam fusarat

Asam fusarat (AF) diketahui merupakan hasil metabolit sekunder yang
dihasilkan oleh jamur Fusarium heterosporum Nee. dan salah satu toksin yang
bertanggung jawab terhadap timbulnya gejala layu pada beberapa tanaman (Landa
et al., 2002).

Bouizgarne et al. (2006) menyatakan konsentrasi AF yang nontoksik (di
bawah 10° M) dapat mengimbas sintesis fitoaleksin, suatu bentuk tanggapan
tanaman untuk menghambat aktivitas patogen. Melalui metode ini telah banyak
dilakukan penelitian dan telah berhasil mendapatkan sifat ketahanan terhadap
penyakit layu Fusarium seperti pada pisang, gandum, anyelir dan planlet vanili
secara in vitro (Nurcahyani et al., 2012; Nurcahyani et al., 2014). Penggunaan AF
sebagai agens penyeleksi dalam seleksi in vitro dapat menghasilkan sel atau
jaringan mutan yang insensitif terhadap AF, sehingga setelah diregenerasikan
menjadi tanaman dapat menghasilkan galur yang resisten terhadap infeksi

patogen.

E. Analisis Sequensing daerah ITS rDNA

Daerah Internal Transcribed Spacer (ITS) nuklear ribosomal DNA
(rDNA) adalah bahan genetik nonstruktural, berada di daerah gen 18S; 5,8S dan
28S r DNA. Daerah ITS-1 berada antara gen 18S dab 5,8S, sedangkan ITS-2
antara gen 5,8S dan 28S. Daerah ITS ini secara umum merupakan daerah yang
bersifat conserve dalam species, sehingga dapat menjadi pembeda antar species
atau marga. (Brinegar, 2009).

Teknik ini berdasarkan pada reaksi polimerasi barantai (PCR) dengan
primer tertentu yaitu forward (F) dan reverse (R) (Baldwin et al., 1995; Baldwin
& Markos, 1998). Penelitian tentang identifikasi strain tanaman alga Porphyra
haitanensis Chang et Sheng (Bangiales, Rhodophyta) melalui penanda molekular
ITS-5,8S rDNA telah dilakukan. Penanda ITS rDNA dapat mengidentifikasi 10
strain dari species alga tersebut (Chen et al., 2010). Penelitian tentang divergensi
jamur Waitea circinata var. circinata pada wilayah distribusi geografi di Amerika

pada annual bluegrass, dengan penanda sekuen daerah ITS rDNA telah



dilakukan. Dari penelitian ini diketahu bahwa W. Circinata var. circinata
memiliki divergensi patogen yang tinggi berkaitan dengan adaptasinya terhadap
annual bluegrass di berbagai habitat di Amerika serikat (Chen et al., 2009).
F. Hasil penelitian Sebelumnya yang sudah dicapai
Proposal yang diajukan dalam penelitian ini merupakan penelitian lanjutan
dari penelitian disertasi pengusul. Hasil penelitian yang sudah dicapai sebelumnya
adalah diperolehnya mutan V. planifolia tahan penyakit busuk batang, dengan
kesimpulan sebagai berikut.
1. Kisaran konsentrasi Asam Fusarat toleran untuk seleksi planlet V. planifolia
secara in vitro adalah 90-110 ppm
2. Secara in vitro penekanan jamur Fo menggunakan Asam Fusarat
konsentrasi 110 ppm lebih efektif dibandingkan dengan konsentrasi 90 dan
100 ppm, konsentrasi AF 110 ppm mampu mengimbas ketahanan yang
paling baik sehingga mampu menekan intensitas penyakit hingga 25%, dan
menaikkan kriteria ke tahan
3. Semakin meningkat konsentrasi Asam Fusarat maka meningkat pula
aktivitas enzim peroksidase dan ketebalan lignin pada planlet V. planifolia
tahan Fov
4. Pita DNA baru (spesifik) mempunyai ukuran bervariasi tergantung dari
primer yang digunakan. Pita DNA spesifik dengan ukuran 930 bp (OPB_14),
430 bp (OPB_20), serta 230 bp dan 270 bp (OPD_19)1400 bp (OPB_14) dan
1250 bp (OPB_20), dapat diprediksi sebagai kandidat marker RAPD untuk
ketahanan planlet V. planifolia terhadap Fov. Pita DNA spesifik tersebut
dapat dijadikan sebagai karakter untuk mengelompokkan dan memisahkan
planlet V. planifolia yang tidak diimbas (kontrol) dan diimbas AF. Pita
protein (berat molekul +18 kD) pada SDS-PAGE 1D mengindikasi
terbentuknya ketahanan planlet V. planifolia terhadap Fov. Protein dengan
berat molekul sekitar 18 kD tersebut diprediksi merupakan protein
peroksidase, yang berperan di dalam ketahanan terhadap Fov.
5. Mutan V. planifolia tahan Fov yang diperoleh pada penelitian sebelumnya,

selanjutnya perlu dikaji lebih mendalam untuk memastikan apakah pita



DNA baru (spesifik) tersebut benar-benar merupakan protein peroksidase
yang menyebabkan planlet V. planifolia tahan Fov yaitu dengan analisis
sequencing (diusulkan dalam proposal ini). Mutan V. planifolia selanjutnya
di aklimatisasi di rumah kasa, dan dilanjutkan dengan analisis ketahanan
dan makropropagasi. Karakterisasi mutan berupa kerapatan stomata dan
kadar Klorofil dilakukan untuk memperoleh karakter spesifik mutan tahan
Fov (di teliti pada proposal ini)

6. Apabila uji coba bibit V. planifolia mutan tahan Fov di rumah kasa tersebut
berhasil, kemudian dilanjutkan uji coba dilapangan (Rencana penelitian
berikutnya) pada daerah-daerah endemik vanili yang terkena penyakit busuk
batang vanili (Fov), dan apabila uji di lapangan tersebut berhasil maka
selanjutnya bibit mutan diusulkan untuk dipatenkan, dan lisensinya
ditawarkan ke perusahaan swasta untuk diproduksi massal.

7. Dalam jangka panjang, hasil penelitian ini diharapkan dapat membantu
masyarakat petani vanili pada khususnya dalam memperoleh bibit V.
planifolia yang tahan penyakit busuk batang, sehingga nantinya diharapkan
akan dapat meningkatkan kembali kualitas, produksi, dan daya jual serta
pendapatan petani vanili di Indonesia.

Peta Jalan (Road Map) penelitian disajikan pada Gambar 1 sebagai berikut.



Roadmap riset

Analisis Sequensing ITS r-DNA dan
Dampak Terhadap Lingkungan
Mutan Vanilla planifolia Andrews Tahan
Fusarium oxysporum f. sp. vanillae

STUDI PENDAHULUAN (*)

Seleksi in vitro planlet dengan asam fusarat

1.
2.
3.

Medium MS + asam fusarat (AF) konsentrasi 0, 90, 100, dan 110 ppm
Penanaman planlet V. planifolia secara in vitro
Pengamatan parameter pertumbuhan (persentase planlet hidup, tinggi & jumlah tunas,

iumlah daun & akar)

PENELITIAN SUDAH DILAKUKAN (*)

Pengujian ketahanan planlet terhadap Fov
Pengamatan karakter anatomi dan uji biokimia V. planifolia hasil pengimbasan AF
Pengamatan Pola DNA & Profil protein V. planifolia tahan Fov

1. Menggunakan metoda SDS-PAGE untuk analisis profil protein
2. Menggunakan metode RAPD untuk analisis pola DNA
Rencana Penelitian diajukan dalam Proposal ini
1. Analisis Segencing daerah ITS-1 dan ITS-2 rDNA dan protein peroksidase mutan V.
planifolia tahan Fov
2. Aklimatisasi mutan V. planifolia tahan Fov di rumah kasa
3. Analisis ketahanan & makropropagasi mutan V. planifolia tahan Fov secara in vivo
4. Karakterisasi mutan V. planifolia: peningkatan kerapatan stomata dan klorofil
Rencana Penelitian berikutnya (***)
1. Propagasi bibit V. planifolia mutan tahan Fov
2. Analisis DNA mutan V. planifolia menggunakan probe dalam Southern blot.
3. Aklimatisasi bibit V. planifolia mutan tahan Fov di lapangan
4. Analisis dampak terhadap lingkungan: Uji observasi dan adaptasi mutan V. planifolia tahan
Fov terhadap lingkungan untuk memperoleh Data Awal.
5. Uji di lapangan pada beberapa sentra lokasi vanili endemik busuk batang (Fov)
6. Apabila uji coba bibit V. planifolia mutan tahan Fov di lapangan tersebut berhasil,

selanjutnya bibit mutan tersebut dipatenkan, kemudian lisensinya dijual ke perusahaan
swasta untuk diproduksi massal

Keterangan:

(*) Penelitian Pendahuluan & Penelitian yang sudah dilakukan
(**) Penelitian yang akan dilakukan dalam proposal ini (PUU.2017)
(***)Rencana Penelitian yang akan dilakukan setelah kegiatan yang diusulkan dalam proposal ini selesai

Gambar 1. Road Map Penelitian
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BAB Ill. METODE PENELITIAN

Berikut ini diuraikan metode penelitian dari tahap kegiatan yang diusulkan

dalam proposal Tahun I ini.

1. Polymerase Chain Reaction (PCR) daerah ITS rDNA mutan V. plicata
tahan Fov

DNA vyang digunakan dalam penelitian ini, adalah hasil dari isolasi DNA

V. planifolia pada penelitian sebelumnya.

a.

Dibuat campuran PCR dengan total 25 pl di dalam tabung 200 pl dengan
komposisi seperti Tabel 1.
Tabel 1. Komposisi Premix PCR untuk daerah ITS rDNA

Senyawa Total 25 ul (uh) Keterangan
KAPPA2G Fast ReadyMix 22,0 | Prosedur KAPPA2G Fast ReadyMix
Primer forward 1,00 Konsentrasi 100 uM
Primer reverse 1,00 Konsentrasi 100 uM
DNA 1,00 Konsentrasi 10 ng
Jumlah 25,00

Primer ITS DNA yang digunakan yaitu primer forward dengan susunan
nukleotida 5-GATCGCGGCGGCGACTTGGGCGGTTC-3 (F1), dan
primer reverse dengan susunan nukleotida 5-
GGTAGTCCCGCCTGACCTGGG-3 (R1) (Ming Li et al., 2011).
Selanjutnya premix di amplifikasi dengan mesin PCR (GeneAmp 2400).
Kondisi reaksi untuk pelaksanaan proses PCR-RAPD mengikuti metode
Williams et al. (1990) yang dimodifikasi. Kemudian dilakukan
elektroforesis. Selanjutnya di running pada tegangan 100 volt selama
kurang lebih 30 menit.Visualisasi band ITS rDNA target dilakukan
dengan menggunakan UV transiluminator dan band yang muncul difoto
dibandingkan dengan DNA Ladder.

Dikirimkan produk PCR yang memiliki band ITS rDNA target antara
700-800 bp positif, ke 1% based Singapura sebanyak 55 pl untuk
dilakukan sequencing daerah 18 S ITS-1; 5,8S ITS-2 dan 28S rDNA.
Dilakukan sequencing untuk mengetahui urutan basa nukleotida gen 18 S
ITS-1; 5,8S ITS-2 dan 28S rDNA. Sequencing DNA menghasilkan 2
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sequence. Analisis menggunakan program Sequence Scanner version 1.0.
Gabungan kedua sequence menggunakan editSeq dan SegMan dalam
Software Suite for Sequence Analysis DNASTAR Lasergene DM version
3.0.25. Pembanding untuk penanda ITS rDNA adalah V. planifolia dari
GenBank.

2. Analisis ketahanan mutan V. planifolia tahan Fov secara in vivo.

Aklimatisasi dilakukan dengan memindahkan planlet ke dalam polybag dan di
aklimatisasikan selama 2 minggu di rumah kasa. Inokulasi dilakukan menurut
teknik Hadisutrisno (1995). Inokulasi Fov dilakukan secara langsung pada V.
planifolia. Mikrokonidium jamur Fov dengan kerapatan spora 1,7 x 10* per
mL diteteskan pada daun 1-2 tetes. Kemudian diinkubasikan selama 24 jam.
Pengamatan dilakukan mulai hari ke-3 setelah inokulasi selama 4 minggu.
Intensitas penyakit dihitung berdasarkan indeks kelayuan menurut He et al.
(2002) yang telah dimodifikasi. Tingkat ketahanan tanaman ditentukan
berdasarkan skoring dengan mengacu pada ketentuan Wibowo (2002).

. Analisis Klorofil dan Kerapatan Stomata

Analisis klorofil dengan menggunakan metode Harbourne (1987) dengan
spektrofotometer. Kadar klorofil dihitung dengan menggunakan rumus:
Klorofil total = 17,3 Aess + 7,18 Aesz mg/L; Klorofil a = 12,21 Agez — 2,81 Xess
mg/L; Klorofil b= 20,13 Aess — 5,03 Aess mg/L. Kerapatan Stomata
menggunakan metode dari Ruzin (1999). Dibuat potongan-potongan segi
empat dari daun mutan V. planifolia dengan sisi £ 5 mm dan dimasukkan ke
dalam tabung berisi larutan kloralhidrat dalam air (5:1). Tabung dipanasi
dalam waterbath selama + 10-15 menit hingga potongan daun tersebut
transparan. Potongan daun diletakkan dalam larutan khloralhidrat pada gelas
benda. Permukaan yang ada stomatanya diletakkan disebelah atas, kemudian
ditutup dengan gelas penutup. Preparat diamati pada 5 bagian daerah yang
berlainan. Tiap sel epidermis (E) ditandai dengan (x), tiap stoma (S) ditandai
dengan (O). Kerapatan stomata merupakan jumlah stomata persatuan luas

daerah pengamatan. Hasil akhir adalah rata-rata dari 5 buah pengamatan.
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Tahapan penelitian pada proposal penelitian PUU.2017 disajikan dalam

bentuk bagan alir seperti tercantum dalam Gambar 2.

Perlakuan

Penelitian 1 ﬁ

{4

Analisis Segencing daerah Terjadi perubahan urutan Urutan basa nukleotida
ITS-1 dan ITS-2 rDNA dan basa nukleotida pada daerah pada daerah ITS-1 dan ITS-
pmmhumqkﬂd%emUMn ITS-1 dan ITS-2 rDNA 2 rDNA mutan V. planifolia
V. planifolia tahan Fov =p| mutan V. planifolia tahan Fo [=p| tahan Fo
Penelitian 2 ﬂ
Analisis ketahanan & V. planifolia mutan yang Terbentuknya ketahanan
makropropagasi mutan V. —=p| tahan tidak menunjukkan —=p| pada mutan V. planifolia
planifolia tahan Fov secara gejala penyakit busuk batang tahan Fov secara in vivo
in vivo
Penelitian 3 ﬂ'
Karakterisasi mutan V. Munculnya karakter spesifik Terdapat sifat spesifik
planifolia: peningkatan = mutan: peningkatan [=| mutan: peningkatan
kerapatan stomata dan kerapatan stomata dan kerapatan stomata dan
klorofil klorofil klorofil

Gambar 2. Bagan Alir Tahapan Penelitian dalam Proposal ini
Analisis data

Data yang diperoleh dari penelitian ini berupa data kualitatif dan data

kuantitatif. Data kualitatif disajikan dalam bentuk deskriptif komparatif dan di

dukung foto. Data kuantitatif ditabulasi dengan faktor konsentrasi yang berbeda

dan 5 ulangan mutan V. planifolia dibandingkan kontrol.




Analisis data pada penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL), sedangkan data kuantitatif dari setiap parameter dianalisis dengan
menggunakan Analisis Ragam (Analysis of Variance) dengan tingkat kepercayaan
95%. Apabila ada beda nyata dilanjutkan dengan Uji Jarak Berganda atau DMRT
(Duncan Multiple Range Test) pada taraf kepercayaan 95% (Gomes & Gomes,
1984).
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini terdiri dari hasil uji ketahanan planlet V. planifolia
terhadap Fov, analisis kandungan klorofil dan indeks stomata, serta analisis
Sequencing daerah ITS rDNA. Berikut pengamatan yang telah dilakukan dan
pembahasan terhadap parameter seleksi V. planifolia dengan AF dan ketahanan V.

planifolia terhadap Fo disajikan sebagai berikut.

A. Pengujian Ketahanan Planlet V. planifolia terhadap Fusarium
oxysporum f. sp. vanillae Secara In Vivo

Seleksi ketahanan V. planifolia terhadap F. oxysporum f.sp. vanillae
dilakukan secara langsung pada tanah steril dengan menginokulasikan secara
langsung 1-2 tetes mikrokonidium F. oxysporum dengan kerapatan spora 1,7 x
10* per mL mikrokonidium secara in vivo. Vanili yang telah diinokulasi F.
oxysporum diinkubasi pada suhu kamar (25°C) selama 24 jam (Hadisutrisno,
1995).

Hasil pengamatan terhadap gejala kelayuan pada daun vanili yang dilakukan
setiap hari selama 4 minggu menunjukkan adanya gejala layu pada vanili.
Selanjutnya, berdasarkan skoring terhadap gejala layu atau kuning yang muncul
dapat ditentukan intensitas penyakit dan kriteria ketahanan pada vanili yang telah
diinokulasi dengan F. oxysporum f. sp. vanillae secara in vivo (Wibowo, 2002).
Intensitas penyakit hasil uji ketahanan V. planifolia disajikan dalam Tabel 4.

Tabel 2. Intensitas penyakit hasil uji ketahanan Vanilla planifolia pada
setiap perlakuan AF

Perlaku Hari Pengamatan
an 5 13 21 29
IP Kriteria IP Kriteria IP Kriteria IP (%) | Kriteria
(%) Ketahanan | (%) Ketahanan | (%) Ketahanan Ketahanan
Kontrol | 72,60 | Rentan 92,69 | Rentan 95,77 | Rentan 100,00 | Rentan

90 ppm | 41,35 | Moderate 43.43 | Moderat 43,77 | Moderat 50,00 | Moderat

100 ppm | 43,33 | Moderate 43,77 | 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
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Data pada Tabel 2 menunjukkan bahwa pada hari ke-29, hari terakhir
pengamatan, kriteria ketahanan pada vanili hasil perlakuan kontrol menghasilkan
kriteria ketahanan yang rentan dengan intensitas penyakit mencapai 100%,
sedangkan pemberian asam fusarat 90 ppm dan 100 ppm, menghasilkan Kriteria
ketahanan yang moderat dengan intensitas penyakit mencapai 50%. Pada
perlakuan pengimbasan dengan asam fusarat pada konsentrasi 110 ppm
menghasilkan vanili yang memiliki intensitas penyakit mencapai 25%, sehingga
kriteria ketahanannya adalah tahan. Berdasar hal tersebut dapat diketahui bahwa
intensitas penyakit perlakuan AF 110 ppm tidak mengalami peningkatan sejak
hari ke-5 hingga ke-29.

Berdasarkan data intensitas penyakit dan ketahanan pada Tabel 2 di atas
dapat diketahui bahwa perlakuan asam fusarat 110 ppm mampu mengimbas
ketahanan yang paling baik sehingga 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 dan filtrat 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.

B. Analisis Kandungan Klorofil

Pengaruh pengimbasan asam fusarat (AF) terhadap vanili dapat diketahui
terhadap kandungan klorofilnya. Kandungan klorofil diamati pada daun vanili
yang diimbas dengan AF maupun kontrol. Metode analisis klorofil yang
digunakan adalah metode Harboune (1987). Kandungan Klorofil pada daun

vanili dengan penambahan berbagai konsentrasi AF di sajikan pada Tabel 3.

16



Tabel 3. Kandungan klorofil daun vanili hasil pengimbasan
asam fusarat

Perlakuan | Kandungan Klorofil a Kandungan Klorofil b | Kandungan Klorofil total
(ppm) (mg/g Jaringan) (mg/g Jaringan) (mg/g Jaringan)

0 (Kontrol) 6,802 + 0,011° 3,377 £ 0,003? 1,310 £ 0,0172

90 7,443 +£0,010° 4,603 + 0,014° 1,743 £0,012°

100 8,601 + 0,015° 5,116 £ 0,013° 2,370 = 0,002°

110 9,124 +0,018¢ 5,605 + 0,025¢ 2,415 +0,012¢

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada derajat
kepercayaan 95% BNT

Berdasarkan Tabel 3 di atas dapat diketahui adanya peningkatan kandungan
klorofil a, klorofil b dan klorofil total pada vanili yang diperlakukan dengan
asam fusarat. Peningkatan kandungan klorofil pada vanili seiring dengan
meningkatnya konsentrasi asam fusarat yang diberikan. Uji BNT pada taraf
nyata 5% menunjukkan bahwa kandungan klorofil a, klorofil b dan klorofil
total daun vanili pada perlakuan konsentrasi AF 110 ppm lebih tinggi dari pada
seluruh perlakuan lainnya.

Berdasarkan Tabel 3 dapat diketahui adanya kecenderungan pola
peningkatan signifikan kandungan klorofil secara keseluruhan sejalan dengan
semakin meningkatnya cekaman AF. Kandungan Klorofil total pada cekaman
AF 90 ppm meningkat rata-rata 1,2 kali dibandingkan kontrol, sedangkan
kandungan klorofil total pada cekaman100 ppm naik sampai 1,4 kali dan pada
cekaman AF 110 ppm meningkat sampai 1,5 kali dibandingkan kontrol.
Dengan kata lain bahwa kandungan klorofil pada vanili yang tahan terhadap
AF memberikan kenaikan sekitar 1,5 kali dari kontrol. Hal ini memberi bukti
bahwa ada peningkatan kandungan klorofil secara signifikan pada vanili yang
tahan terhadap AF sekaligus tahan terhadap Fov.

Hasil penelitian ini didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh
Suharyanto et al.(2007) tentang komplementasi threonin deaminase defektif

(TD") pada Nicotiana plumbaginifolia mutan yang ditransfer dengan cDNA TD
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tanaman tomat. Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas TD enzim dan
asam amino isoleusin dua kali lipat dibandingkan kontrol. Disamping itu hal
tersebut juga berdampak pada pertumbuhan tanaman terutama morfologis dan
fisiologis.

Selain itu penelitian ini didukung pula oleh Frankard et al. (1991),
Frankard (1992), dan Frankard et al. (1992), yang telah berhasil mengisolasi
mutan dari Nicotiana sylvestris dengan agen seleksi A-Aminoethyl cystein
(AEC). Tanaman progeni homozigot yang ditanam pada greenhouse
menunjukkan pertumbuhan yang lebih baik dibandingkan tanaman wild type.
Demikian pula fenotip tanaman mutan terutama daun, tampak lebih tebal dan
lebih hijau dibandingkan kontrol. Akan tetapi tanaman mutan ini steril karena
tidak membentuk bunga.

Kandungan klorofil juga pernah diteliti pada tanaman Echinochloa
crus-galli tahan terhadap Fenoxaprop-p-ethyl dibandingkan kontrol. Hasilnya
menunjukkan bahwa kandungan klorofil lebih meningkat dari pada tanaman
yang rentan (Hamza et al, 2012). Fenomena ini membuktikan bahwa vanili
yang semula tercekam AF, lalu adaptif, dan akhirnya mengalami mutasi,
mampu mendetoksifikasi racun tersebut dengan mengaktivasi gen peroksidase.
Pertumbuhan dan perkembangan vanili yang tahan terhadap AF ini akan relatif
lebih baik dibandingkan vanili yang rentan terhadap AF.

C. Analisis Kerapatan Stomata
Kerapatan stomata vanili dengan berbagai konsetrasi asam fusarat yang di tanam
pada secara in vivo di sajikan pada Tabel 4.

Tabel 4. Kerapatan stomata vanili hasil pengimbasan AF

Konsentrasi Kerapatan Stomata
Asam Fusarat (ppm b/v) (%)
Kontrol (0 ppm) 10,42 + 2.0756aE-02 #
90 13,32 + 0.1000E-03 ©
100 14,48 + 3.6160E-01 ©
110 15,22 + 0.8622E-02 ¢

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata
pada derajat kepercayaan 95% BNT


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hamza%20A%5Bauth%5D

Tabel 4 di atas, menunjukkan adanya peningkatan kerapatan stomata dari sekitar
10,42% pada kontrol, menjadi 13,32% pada perlakuan AF 90 ppm, diikuti
14,48% pada perlakuan AF 100 ppm, 15,22% pada perlakuan AF 110 ppm,

ketiga konsentrasi ini berbeda nyata terhadap kontrol.

Gambar 3. Permukaan bawah daun vanili, menunjukkan stomata (A) tidak
terimbas AF, (B) terimbas AF dengan konsentrasi 110 ppm. st= stoma.

Berdasarkan Gambar 3, bentuk stomata terlihat seperti ginjal. Sel penutup
pada stomata dikelilingi empat sel tetangga. Sel tetangga biasanya berkembang
dari sel protoderm yang berdekatan dengan sel induk stoma, tetapi dapat juga
berkembang dari sel induk stoma (Mulyani, 2006). Bentuk dan susunan sel
epidermis daun vanili beragam. Sel epidermis daun vanili terlihat berbentuk
persegi panjang serta berbentuk bulat tidak beraturan. Epidermis merupakan
jaringan yang terletak paling luar pada setiap organ tumbuhan yaitu daun, batang
dan akar. Epidermis memiliki fungsi khusus sebagai pelindung terhadap
hilangnya air, kerusakan mekanik, perubahan suhu dan hilangnya zat-zat
makanan (Aryulina et al., 2006).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat pengaruh kerapatan stomata
pada vanili yang mengalami cekaman kekeringan. Vanili mengalami peningkatan

seiring dengan meningkatnya konsentrasi AF pada medium seleksi.

19



Selain AF, pengaruh paparan sumber emisi gas dapat mempengaruhi indeks
stomata pada tumbuhan. Penelitian ini dilakukan oleh Suyitno et al. (2003),
tanggapan stomata daun Vaccinum varingiaefolium menurut jarak tumbuh
terhadap sumber emisi gas di kawah belerang. Hasil penelitiannya menunjukkan
daun Vaccinum yang tumbuh pada jarak terdekat dengan emisi gas belerang
indeks stomatanya lebih tinggi, artinya jumlah sel bertambah tetapi ukuran selnya
menjadi kecil. Hal ini karena pengaruh kondisi lingkungan yang memberikan
keadaan stress bagi tumbuhan.

Hasil penelitian berbeda dengan yang dilakukan oleh Kartikaningtyas et al.
(2013), respon Acacia mangium Willd. terhadap cekaman garam memberikan
pengaruh nyata terhadap penurunan indeks stomata, panjang stomata, dan lebar
stomata. Hal ini diakibatkan karena cekaman garam mengalami toksisitas garam
akibat konsentrasi ion yang tinggi, sehingga menyebabkan tanah mengalami
hipertonis dan terjadi kekurangan air.

Indeks stomata pada daun yang mengalami stress lingkungan jumlah stomata
akan meningkat, tetapi peningkatan tersebut lebih karena mengecilnya ukuran sel-
sel epidermis sehingga jarak stomata akan lebih dekat (Wahyudi et al, 2008).
Faktor-faktor yang berpengaruh kuat terhadap indeks stomata , konduktivitas
stomata serta laju transpirasi diantaranya seperti intensitas cahaya, kelembaban

udara, kecepatan angin, kadar air dan kelembaban tanah (Suyitno et al., 2003).

D. Analisis Sequencing daerah ITS-1 dan ITS-2 rDNA mutan Vanilla

planifolia tahan Fov

Sampel vanili yang digunakan untuk penanda molekular dengan analisis ITS
DNA, vyaitu yang mewakili pada analisis RAPD. Ampilfikasi daerah ITS
dilakukan dengan menggunakan pasangan primer F1 (5’GATCGCG
GCGGCGACTTGGGCGGTT-3’) sebagai primer forward dan R1 (5°-
GGTAGTCCCGCCTG ACCTGGG-3’) sebagai primer reverse (Mueller et al.,
2008).

Pada semua perlakuan, amplifikasi daerah ITS rDNA terdeteksi pada pita
ukuran 600-700 bp. Hal tersebut sesuai dengan analisis dengan metoda ITS
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rDNA, yang telah dilakukan oleh peneliti terdahulu pada tumbuhan berbiji
(Baldwin & Markos, 1995; Baidwin et al., 1998; Chase et al., 2005).

Daerah Internal Transcribed Spacer (ITS) nuklear ribosomal DNA (rDNA)
adalah bahan genetik nonstruktural, berada di daerah gen 18S; 5,8S dan 28S r
DNA. Daerah ITS-1 berada antara gen 18S dab 5,8S, sedangkan ITS-2 antara gen
5,8S dan 28S. Daerah ITS ini secara umum merupakan daerah yang bersifat
conserve dalam species, sehingga dapat menjadi pembeda antar species atau
marga. (Brinegar, 2009). Teknik ini berdasarkan pada reaksi polimerasi barantai
(PCR) dengan primer tertentu yaitu forward (F) dan reverse (R) (Baldwin et al.,
1995; Baldwin & Markos, 1998).

Berdasarkan perbandingan susunan basa nukleotida, setiap Kultivar
mengalami mutasi baik pada daerah 18S, ITS 1, 5,8S, ITS2, maupun 26S rDNA.
Mutasi terjadi baik pada vanili yang diperlakukan dengan asam fusarat
konsentrasi 90, 100, 110, dan 120 ppm. Adanya mutasi pada vanili perlakuan
dapat disebabkan karena semula melalui persilangan alami, kemudian diikuti oleh
pemilihan ragam oleh pemulia tanaman, dapat pula terjadi karena pengaruh

perbedaan faktor lingkungan di habitat.
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BAB V. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil yang sudah dicapai dalam penelitian ini, dapat disimpulkan
sebagai berikut.

1. Pada semua perlakuan, amplifikasi daerah ITS rDNA terdeteksi pada pita
ukuran 600-700 bp. Berdasarkan perbandingan susunan basa nukleotida,
setiap kultivar mengalami mutasi baik pada daerah 18S, ITS 1, 5,8S, ITS2,
maupun 26S rDNA. Mutasi terjadi baik pada vanili yang diperlakukan dengan
asam fusarat konsentrasi 90, 100, 110 ppm.

2. Kiriteria ketahanan vanili setelah di inokulasi dengan Fusarium oxysporum f.
sp vanillae pada hari ke-29 (0 ppm) kontrol adalah rentan, 90 ppm dan 100
ppm kriterianya moderat. Pada konsentrasi AF 110 ppm kriteria ketahanannya
adalah tahan; Kandungan klorofil a, b, dan total pada daun vanili serta
kerapatan stomata yang tahan terhadap Fov mengalami peningkatan
dibandingkan kontrol.

22



REFERENSI

Agrawal AA, Tuzun S, & Bent E. 1999. Induced Plant Defenses Againts Phatogens and
Herbivores, Biochemistry, Ecology, and Agriculture. APS Press, St. Paul,
Minnesota. 390 p.

Agrios GN. 2005. Plant Pathology. Fifth Edition. Academic Press. New York. 922 p.

Alkahtani M, Omer SA, El-Naggar MA, Abdel-Kareem EM, & Mahmoud MA. 2011.
Pathogenesis-related Protein and Phytoalexin Induction Against Cucumber
Powdery Mildew by Elicitors. International Journal of Plant Pathology 2(2): 63-
71.

Anandaraj M, Rema J, Sasikumar B, & Suseela-Bhai R. 2005. Vanilla (Extension
Pamphlet). Printers Castle, Kochi. 11p.

Anonymous. 2010. Pedoman Pengujian, Penilaian, Pelepasan dan Penarikan Varietas
Tanaman Perkebunan. Ditjenbun.Jakarta.

Baldwin BG, Sanderson MJ, Porter JM, Wojeicchowski, Campbell CS, & Donoghue MJ.
1995. The Its Region of Nuclear Ribosomal DNA: A valuable Source of
Evidence on Angiosperm Phyllogeny. Annal of Missouri Botanical Garden 82(2):
247-2717.

Baldwin BG & Markos S. 1998. Phylogenetic Utility of the ETS of 18S-26S rDNA:
Congruence of ETS and ITS Trees of Calycadenia (Compositae). Molecular
Phylogenetics and Evolution (10) 3: 449-463.

Besse P, Da Silva D, Bory S, Grisoni M, Le Bellec F, & Duval MF. 2004. RAPD Genetic
Diversity in Cultivated Vanilla: Vanilla planifolia, and Relationships with V.
tahitensis and V. pompona. Plant Science 167: 379-385.

Bouizgarne, B, Bouteau HEM, Frankart C, Reboutier D, Madiona K, Pennarun AM,
Monestiez M, Trouverie J, Amiar Z, Briand J, Brault M, Rona JP, Ouhdouch Y,
& Hadrami EIl. 2006. Early Physiological Responses of Arabidopsis thaliana
Cells to Fusaric Acid : Toxic and Signallling Effects. New Phytologist 169: 209 —
218.

Boras O, Santos R, Matos A, Cabral P, & Arzola RS. 2001. A First Attempt to Use A
Fusarium subglutinans Culture Filtrate For The Selection of Pineapple Cultivar to
Fusariose Disease. Plant Breeding 120(5): 345-438.

Brinegar C, 2009. Assessing Evolution and Biodiversity in Plants at the Molecular Level.
Kathmandu University Journal of Science, Engineering and Technology 5 (2):
149-159.

Chen CM, de la Cerda KA, Kaminski JE, Douhan GW, & Wong FP. 2009. Geographic
Distribution and rDNA ITS Region Sequence Diversity of Waitea circinata var.
circinata Isolated from Annual Bluegrass in the United States. Plant Disease (93)
9: 906-911.

23



Gomes KA & Gomes AA. 1984. Prosedur Statistik untuk Penelitian Pertanian, Edisi ke-
2. Terjemahan dari: Statistical procedures for Agricultural Researchs. Syamsudin
E & Baharsyah JS. Ul Press. Jakarta.

Guida V, Criscuolo G, Tamburino R, Malorni L, Parentel A, & Di Maro A. 2010.
Purification and enzymatic properties of a peroxidase from leaves of Phytolacca
dioica L. (Ombu tree). BMB Reports. http://bmbreports.org. Diakses 25 januari
2013.

Hadipoentyanti E, Ruhnayat A, Udarno L. 2007. Booklet Teknologi Unggulan Tanaman
Perkebunan: Vanili. Pusat Penelitian dan Pengembangan Perkebunan. 21 p.

Hadisutrisno B. 1995. Kajian Pengendalian Hayati Penyakit Busuk Batang Vanili dengan
Isolat Lemah Fusarium batatatis Tucker. Buletin Ilmiah Azolla 21: 27-35.
Hadisutrisno B. 2004. Taktik dan Strategi Perlindungan Tanaman Menghadag’
Gangguan Penyakit Layu Fusarium. Makalah Simposium Nasional | di

Purwokerto, 2-3 Maret.

Jang IC, Park SY, Kim KY, Kwon SY, Kim JG, & Kwak SS. 2004. Differential
Expression of 10 Sweetpotato Peroxidase Genes in Response to Bacterial
Pathogen, Pectobacterium chrysanthemi. Plant Physiology and Biochemistry 42:
451-455.,

Djaenuddin N, 2003. Bioekologi dan Pengelolaan Penyakit Layu Fusarium: Fusarium
oxysporum. Balai Penelitian Tanaman Serealia. Maros. pp. 67-71.

Landa BB, Cachinero-Diaz JM, Lemanceu P, Jimenez-Diaz RM, & Alabouvette C, 2002.
Effect of Fusaric Acid and Phytoanticipins on Growth of Rhizobacteria and
Fusarium oxysporum. Canadian Journal of Microbiology 48: 971-985.

Lea P. & Leegood RC. 1999. Plant Biochemistry and Molecular Biology. 2" ed. John
Wiley & Sons Ltd. Chichester. 364 p.

Luhova L, Lebeda A, Hedererova D, & Pec P. 2003. Activities of Amine Oxidase,
Peroxidase and Catalase in Seedlings of Pisum sativum L. Under Different Light
Conditions. Plant Soil Environ 49: 151-157.

Marzuki 1. 2014. Pengenalan Varietas Unggul Pala Dan Cengkih. Makalah.
Disampaikan pada Pertemuan Evaluasi Dan Tukar Menukar Informasi/Teknologi
Antar POPT dan PBT Lingkup BBPPTP Ambon Tanggal 4 November 2014.

Matsumoto K, Barbosa ML, Souza LAC, & Teixeira JB. 1995. Race 1 Fusarium Wilt
tolerance on banana plants selected by Fusaric Acid. Euphytica 84: 67-71.

Medina MI, Quesada MA, Pliego F, Botella MA, & Valpuesta V. 1999. Expression of
The Tomato Peroxidase Gene TPX1 in NaCl-Adapted and Unadapted Suspension
Cells. Plant Cell Reports 18: 680-683.

24


http://bmbreports.org/

Minoo D, Jayakumar VN, Veena SS, Vimala J, Basha A, Saji KV, Babu KN, & Peter
KV. 2008. Genetic Variations and Interrelationships in Vanilla planifolia and
Few Related Species as Expressed by RAPD Polymorphism. Genet. Resour Crop
Evol 55: 459-470.

Morpurgo R, Lopato SV, Afza R, & Novak FJ. 1994. Selection parameters for Resistance
to Fusarium oxysporum f.sp. cubense race 1 and 4 on Diploid Banana (Musa
acuminata Colla). Euphytica 75: 121-129.

Nurcahyani E, Sumardi |, Hadisutrisno B, & Suharyanto E. 2012. Penekanan
Perkembangan Penyakit Busuk Batang Vanili (Fusarium oxysporum f. sp.
vanillae) Melalui Seleksi Asam Fusarat Secara In Vitro. Jurnal Hama dan
Penyakit Tumbuhan Tropika. Terakreditasi SK No. 110/DIKTI/Kep/2009. ISSN:
1411-7525. Vol. 12 /No. 1: 12-22

Nurcahyani E. 2013. Karakterisasi Planlet Vanili (Vanilla planifolia Andrews) Hasil
Seleksi Asam Fusarat Secara In Vitro Terhadap Fusarium oxysporum f. sp.
vanillae. Disertasi. Fakultas Biologi. Universitas Gadjah Mada. Yogyakarta. 201
p. Tidak Dipublikasikan.

Nurcahyani, E., Hadisutrisno, B., Sumardi, I., & Suharyanto, E. 2014. Identifikasi gatr
planlet vanili (Vanilla planifolia Andrews) Resisten terhadap infeksi Fusarium
oxysporum f. sp. vanillae hasil seleksi in vitro dengan asam fusarat. Prosiding
Seminar Nasional: “Pengendalian Penyakit Pada Tanaman Pertanian Ramah
Lingkungan”. Perhimpunan Fitopatologi Indonesia Komda Joglosemar-Fakultas
Pertanian UGM. ISBN 978- 602-71784-0-3./2014 Hal. 272- 279.

Popa G, Brezeanu A, Cornea CP, & Boe JP. 2009. Peroxidase Activity in Eustoma
grandiflorum Plants Transformed by Agrobacterium rhizogenes. Rom. J. Biol.—
Plant Biol 54:41-46.

Rajeev P & Dinesh R. 2005. Vanilla (Extension Pamphlet). VA. Parthasarathy, Indian
Institute of Spices Research. Printers Castle. Kochi.

Remotti PC, Lofler HIM & Loten-Doting LV. 1997. Selection of Cell Lines and
Regeneration of Plants Resistance to Fusaric Acid from Gladiolus x grandiflorus
cv. ‘Peter Pear’. Euphytica 96: 237 — 245.

Saravanan T, Bhaskaran R, & Muthusamy M. 2004. Pseudomonas fluorescens Induced
Enzymological Changes in Banana Roots (cv. Rasthali) against Fusarium Wilt
Disease. Plant Pathology Journal 3: 72-80.

Semangun H. 2001. Pengantar IImu Penyakit Tumbuhan. Gadjah Mada University Press.
Yogyakarta.

Tombe M. 2010. Teknologi Ramah Lingkungan Dalam Pengendalian Terpadu penyakit
Busuk Batang Vanili (BBV)- Orasi Pengukuhan Profesor Riset Bidang
Fitopatologi (Hama dan Penyakit Tanaman). Badan Penelitian dan
Pengembangan  Pertanian, Kementrian  Pertanian, Jkt.  http:/pustaka.
litbang.deptan.go.id/berita.b 100405b.pdf. Diakses 14 juni 2010.

25



Toyoda H, Hayashi H, & Yamamoto K. 1984. Selection of Resistance Tomato Calli to
Fusaric Acid. Ann. Phytophatol. Soc. Japan. 50: 538-540.

Umamaheswari R & Mohanan KV. 2011. A Study of the Asociation of Agronomic
Characters in Vanilla planifolia Andrews. International Journal of Plant
Breeding and Genetics 5 (1): 53-58.

Vidhyasekaran P. 1997. Fungal Pathogenesis in Plants and Crops, Molecular Biology
and Host Defense Mechanism. Marcel Dekker. New York. 553 p.

26



KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS LAMPUNG
LEMBAGA PENELITIAN DAN FPENGABDIAN KEPADA MASYARAKAT
e B EEEEUHG REKTORAT LANTAI §
an. Frol. Dr. Sumaniri Brojonegoro No. 1 Bandar Lampung 35145
Telp (0721) 705173, 701609 Ext 136 Fax 173798 email ippm@kpa Unila_ac id

SURAT PENUGASAN
PENELITIAN UNGGULAN
TAHUN ANGGARAN 2017

Nomor : 808 /UNZ26.21/PP/2017

Fada han i Kamis tanggal Dua Puluh Tujuh bulan Juli tzhun Dua Ribu Tujuh Belas, saya yang
bernandatangan dbowah ini

MNama Warsono, Ph D

MIF 195302161987031003

Jabatan “elua Lembaga Peneltian dan Pengabdian kepada Masyarakat (LPPM)
Uriversitas Lampung

Alamat din Prof. Soemanten Brojenegoro Mo 1 Gedung Meneng Bandar Lampung

Dangan wu menugaskan kepada penelh

Nama D1 Endang Nurcahyam, M S
NIP 15251031 1992022003
Jabatan Ketua Panelh

Fakullas FALPA,

Untuk melakukan tugas Peneltan UNGGULAN yang didanal oleh DIPA BLU Universitas Lampung Tahun
Anggaran 2017 dengan judul ANALISIS SEQUENSING ITS r-DNA DAN KARAKTER SPESIFIK MUTAN
Vanilla Planifolia Andrews TAHAN Fusarium oxysporum | Sp. Vanillae

Sural Penugasan Penelitian ini didasari oleh :
1 Feraluran Pamenntah  Republk Indonesa Mo 19 Tahun 2005 tentang  Standar Nasional
Pendmiikan Peraturan Pemenntah MNomor 23 Tahun 2005, Tentang Pengalolaan Keuangan badan

Layanan Umum (BLL), sebagaimana telah diubah dengan Peraturan Pemerintah Nomoar 74 Tahun
2012,

2 Keputusan Presiden Nomar 73 tahun 1966 tentang Pendinan Unila,

3 Keputusan Menten Pepdidikan dan Kebudayaan Nomor 256/MPN A4KPI2011 tantang Pengangkatan
Raktor Uinila

4 Paraluran Menlen Keuangan Nomor 129/KMK 052009 Tentang Penetapan Unila Pada Departemen
Pendidikan Naswonal sebaga Instansi Pemerintah yang Menerapkan Pengeiolaan Keuangan Badan
Layanan Urmum

3 Peraluran Menten Riset, Teknolog, dan Pendidikan Twgg Nomor & Tahun 2015 tentang Statuta
Lirversitas Larmpung

5 Hepulusan Manten Pandidikan dan Kebudayaan RI Nomor 72 Tahun 2014 laniang ﬂfgar“m dan Tata
Ferna Universitas Lampung,

! Keputusan Rektor Universdas Lampung Nomor 18/UN26/0T/2015 lentang berdinnya LPPM Unila.

8 Keputusan Rekloe Universitas Lampung Nomor 25/UN26/KP/2015 tentang Pengangkatan Ketua dan
Sekretans Lembaga Peneliian dan Pengabdan Kepada Masyarakat (LPPM) Unwersitas Lampung,

9 Sural peranpan yang ditandatangam antars Pejabal Pembual Komitmen Universitas Lampung dengan
Ketua Lembaga Penaldian Universias Lampung Momor - 4095/UN2EMLI201T Tentang Pelaksanaan
Feqalan Penebian Unggulan

Surat Penugasan 2017



IBAN - KEWAJIBAN YANG HARUS DIPENUHI

PASAL 1

Pelaksanaan penugasan penelitian sebagaimana dimaksud, nilai penugasan peneliliannya Edm;:
sebesar Rp 35000000,- (Tiga Puluh Lima Juta Rupiah) yang dananya bersumber dari dana DI
BLU Umversilas Lampung Tahun Anggaran 2017

PASAL 2
Pembayaran penugasan penelitian ini dilaksanakan dalam 2 (dua) Tahap yaitu

(1) Pembayaran Tahap Pertama, sebesar 70% dari nilar kanlrak = Rp. 24500000,{Dua Fuluh
Empat Juta Lima Ratus Ribu Rupiah) dibayarkan setelah sural peqganjian ini ditanda
tangani oleh kedua belah pihak

17y Pmmbayaran Tahap Kedua, sebesar 30% dan rilan konlrak = Rp. 10500000,-(Sepuluh Juta
Lwma Rates Ribu Rupish) dibayarkan setelah Penell menyerahkan lapocran Akhir dan
lsporan keuargan Hasi Pelaksanaan Penchtian yang telah dilaksanakan kepada Lembaga
Penelittan dan Pengabdian Kepada Masyarakal Universilas Lampung. diseriai dengan Benta
Acara Serah Terima Laparan Akhir dan Sural Peranggung Jawaban Mullak

PASAL 2

Hal-hal dan segala sesuatu yang berkenaan dengan kewajiban pajak berupa PPN :Iann'f_nau PPh
menjadi tanggung jawab PIHAK KEDUA dan harus dibayarkan ke Kas Megara sesual dengan
katentuan peraturan perundang undangan yang berlaku

PASAL 4

i1 Paneliti melaksanakan pencliian sesuai dengan proposal yang lelah diselujui oleh Lembaga
Panelitian dan Pengabdian kepada Masyarakatl Universias L ampung Tahun 2017

(7] Penelili berkewajban untuk mengupayakan hasil peneliiannya unluk dapal dipublikasikan
naix dalam jumal lmiah di kngkungan Universitas Lampung maupun diluar Universilas

Lampung

PASAL 5§
i1y Dana penslitian yang diperoleh oleh penelih dmanfaatkan sebenar-benarmya  untuk

pembiayaan penelitian yang dilaporkan kepada Lembaga Peneliian dan Pengabdian
kepada Masyarakal Universilas Lampung

(71 PBeruhahan-Perubahan dalam pelaksansan penelian dapat dibenarkan apabila telah
J mendapat persetujuan lebih dahulu dan Lembaga Peneliian dan Pengabdian kepada

Masyarakal Universdas Lampung

Surat Penugason 20017 2
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PASALG

Penelili harus menyelesaikan Penelitian yang dimaksud dan menyerahkan : Laporan Akhir
dan Laporan Keuangan selambat- lambatnya tanggal 7 November 2017

Laporan sebagaimana dimaksud dalam pasal 6 ayat (1) disampaikan dalam bentuk hardcopy
(sebanyak 3 eksemplar) dan soficopy (sebanyak 2 keping CD)

Penelil diwajibkan menyerahkan artikel imiah yang siap di publikasikan

Bentuk/ukuran, formal penukisan dan wama cover Sesuai dengan panduan yang telah
drietapkan

PASALT

Apabida Penelr (ketua) sebagaimana dimaksud pada Pasal 1 tidak dapal menyelesaikan
penelitian i, maka penelii wajb menunjuk pengganti ketua pelaksana sesuai dengan
bidang imu yang ditelti dan merupakan salah satu anggota im yang diketahui oleh Dekan
Fakultas dan disetujui oleh Lembaga Peneliian dan Pengabdian kepada Masyarakat Unila

Apabila batas waktu peneltian hatws penshti belum menyerahkan hasil pekerjaan seluruhnya
mard paenaltl akan dikenakan denda sebesar 1 ofoo (satu permil) seliap hari kelerlambatan
=2Mpa dangan setmggi-ingginya 5% (hma persen) dan mlai surat Penugasan Pelaksanaan
Feneltian, terhitung dan tanggal jatuh lempo yang telah diletapkan sampai dengan
berakhirnya pembayaran dana Pencifian oleh PUMK Lembaga Peneltian dan Pengabdian
kepada Masyarakal Universias Lampung Penehli tetap harus menyelesaikan pekerjaan
dengan menyerahkan laparan pencltian sesuai dengan ketentuan pasal 6

Bagl penelitl yang hdak menyerahkan laporan hasil peneliian dalam akhir tahun anggaran
yang sedang benalan dan wakiu ploses pencairan biayanya telah barakhir maka siza biaya
atau dana peneltian yang bersangkulan, yang belum sempat dicarkan dinyatakan hangus
dan penelti wapb mengembahkan dana peneltian yang sudah dicarkan unluk dikembalikan
ke Kas Negara

Apabila Penelti bdak dapat memenuhi pasal-pasal sebagaimana dialur dalam Penanyian
Penugasan Penelhan in, maka Panelitl wajib mengembalikan seluruh dana penelilian yang
telah dtenmanya kepada Lembaga Penellian dan Pengabdian kepada Masyarakal
Universitas Lampung untuk selanjuinya diselorkan ke Kas Negara

\patila Sekenudian tan terbuxh bahwa judul judul peneliban sebagamana dimaksud pada
Yasal 1 dgumpas adanya madkas: duplxas dengan peneliian lam dan/atau diparoleh indikasi
kohdak jupran dan ktikad kurang bak yang hdak sesuar dengan kaidah dmiah, maka
penelitian lersebul dinyatakan batal dan Panelf wapbh mengembahkan dana penelitan yang
lelah dtenmanya kepada Lembaga Penebtian dan Pengabdian kepada Masyaraka
Universitas Lampung untuk selanjuinya dizelor ke Kas Negara

PASAL 8

Suratl Penugasan Peneltian ini dibual rangkap 2 ddu:!}. dan masing-masing bermelerai sesual
dengan helfntuan yang berlaku dan biaya meterainya dibebankan kepada PIHAK KEDUA,

Sural Penugasan 2017 3
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PASAL 8

1 Jika terjadi persefisihan ant _ _ _
musyawarah, ara kedua belah pihak, pada dasamya akan diselesaikan secara

2 i't:l P:;!‘-rﬁ:ii:“;aﬁngu tidak dapat diselesakan secara musyawarah, maka akan diselesaikan
#ndamai® yang berfungsi sebagai juri/wasit, yang dibentuk dan diangkat oleh
kedua belah pihak yang tan:l'E : " S e ’
- Seocrang wakil dari PIHAK PERTAMA sebagai anggota.
- Seorang wakil dari PIHAK KEDUA sebagal anggota;

Secrang PIHAK KETIGA yang ahl sebagal Ketua, yang telah disetujui oleh PIHAK
PERTAMA dan PIHAK KEDUA ks

Keputusan Pania Pendamai ini mengkat kedua belah pihak, dan biaya penyelesaian
perselisihan yang dkeluarkan akan ditanggung secara bersama

4 Jika Keputusan im sebagai mana dimaksud ayat 3 pasal ini tidak dapat diterima oleh salah
salu pihak, maka penyelesaian perselisihan akan diteruskan melalui Pengadilan Negen

5. Segala akibal yang terjadi dan pelaksanaan perjanjian ini, kedua belah pihak memilih
kedudukan (domisili) yang tetap dan sah di Kantor Pengadilan Negeri Bandar Lampung

PASAL 10

Segala sesualu yang belum diatur dalam suratl perjanpan ini, alau perubahan-perubahan yang
dipandang perlu aleh kedua belah phak, akan diatur lebsh lanul dalam Surat Perjanjian Tambahan
{Adendum) dan merupakan perjanjian yang hdak lespisahkan dar perjanjian imi

PIHAK PERTAMA, PIHAK KEDUA,

Ketua LPPM Ketua /Selaku

biaeerenen | ampung Penanaggung Jawab Peneliian
*TERAT L2 ;

'll i il -J'. !__r_ ':.
&_1!' |! [rl!ﬂ.l :.;I-"'f
A
: Dr. Endang Nurcahyani, M.Si
EE?DMEI{IEI# NIP 186510311992032003

[ T — =S50 F 4



LAMPIRAN KEPUTUSAN REKTOR UNIVERSITAS LAMPUNG

NOMOR 844/UN26.21/PP/2017
TANGGAL 13 JULI 2017
TENTANG PEMENANG HIBAH PENELITIAN PROFESOR, PENELITIAN

UNGGULAN DAN PENELITIAN PASCASARJANA UNIVERSITAS
LAMPUNG TAHUN 2017.

NAMA-NAMA KETUA DAN JUDUL PENELITIAN
PEMENANG HIBAH PENELITIAN PROFESOR, PENELITIAN UNGGULAN DAN
PENELITIAN PASCASARJANA UNIVERSITAS LAMPUNG TAHUN 2017

1. PENELITIAN PROFESOR

No | Ketua Judul
1 | Prof.Dr.Ir. Sutopo Hadi, Pemanfaatan Potensi Senyawa Turunan Trifenil Timah
M .Sc (V) Benzoat Sebagai Bahan Alternatif Antimalaria
2 | Prof. Dr.Ir. Udin Hasanudin, | Studi Biorefinery dari Limbah Tapioka
M. T Terintegras
3 | Prof.Dr.Ir. Hamim Pengendalian Hama Cassava M ealybug
Sudar sono, M.Sc (Phenacoccusmanihoti): Asesmen Tingkat
Serangan: Evaluas Efikasi Musuh Alami, dan
I nsektisida Kimiawi
4 | Prof.Dr.Ir.Yandri,M.S Konvers Enzimatis Pati Menjadi Sirup Glukosa
Menggunakan Enzim & #61537;-Amilase Amabil
dari Bakteri Lokal Bacillus subtilis TBCCB148
5 | Prof.Dr.Ir. Rosma Diversitas Morfologi dan Genetik Wereng Jagung
Hasibuan, M.Sc dan Potensinya sebagai Vektor Penyakit Layu
Jagung di Provinsi Lampung
6 | Prof. Dr. Posman Manurung | Sintesisdan Karakterisasi Nanosilika Berbasis
Batu Apung Dari Tanggamus dan Lampung Barat
7 | Prof. Dr. Yusnita Studi Keragaman Morfologi, Genotipik dan
perbanyak Klonal kopi robusta (Coffea canephora
Pierre ex A Froehner) Unggulan kopi Lampung
Untuk mendukung Pemuliaan Tanaman dan
Keter sediaan bibit
8 | Prof. Agustinus Bambang Pengembangan Model | nteraksi Komponen
Setiadi, Ph. D MotivasiBerbasis Kelokalan untuk
mengidentifikasikan K eber hasilan Belajar Bahasa
Inggrisdi Indonesia
9 | Prof. Dr. Muhammad Akib, | Mode Kebijakan Hukum Kerja Sama
SH.,M.Hum Antardaerah Dalam Pengelolaan Lingkungan
Hidup Berbasis Prinsip Ekoregion di Provinsi
L ampung
10 | Prof. Dr. Heryandi, SH.,M.S | Harmonisasi dan Sinkronisas Pengaturan
Perencanaan Pembangunan Desa di Wilayah
Pesisir Lampung
11 | Prof. Sudjarwo Pengembangan Model Pendidikan Dasar Berbasis

Pendekatan Multi Budaya Dan Kearifan L okal Di
Kota Bandar Lampung




12

Prof. Dr. Satria Bangsawan

Desain Model dan K ebijakan pengembangan
pariwisata masa depan berbasis Green Tourism di
Provinsi Lampung

2. PENELITIAN UNGGULAN

Ketua

Judul

Dr.JUNAIDI, SS ., M.Sc.

Pembuatan larutan silver nanowires (AgNWs)
dengan varias berat molekul polivinil
pirolidine (PVP) sebagai capping agent untuk
aplikas elektroda transparan sel surya (Solar
Cdl)

WAYAN SUANA, S.Pd., M.Si.

Desain dan Implementasi Pembelajaran Fisika
dengan Pendekatan Saintifik melalui M odel
Blended L earning

Dr. NANDANG KOSASIH A, M .A.

Evaluasi Program Pendidikan Alternatif Di
Kota Bandar Lampung

Dr. NOVERMAN DUADJI, M .Si.

Model Percepatan Kota Bandar Lampung
Menjadi Kota Layak Anak

Dr. ENDANG NURCAHYANI,
M.Si.

ANALISIS SEQUENSING ITSr-DNA DAN
KARAKTER SPESIFIK MUTAN Vanilla
planifolia Andrews TAHAN Fusarium
oxysporum f. sp. vanillae

WAHYU HIDAYAT, SHut., M.Sc.

Pengar uh Perlakuan Pendahuluan terhadap
Sifat Fisis-Mekanis Material Maju “Hybrid
Particleboard” dari Kayu Rakyat Cepat
Tumbuh dan Bambu

Prof. Dr.Ir MURHADI ., M.Si

Identifikasi dan Pola Senyawa Antimikroba
dari Produk EtanolisisMinyak Inti Sawit
(Palm Kernel Oil/PKO)

DWI DIAN NOVITA, ST.P.,M.S.

Pengembangan electronic nose untuk
mengevaluas kemurnian kopi luwak
menggunakan Jaringan sar af tiruan

Dr. BAMBANG IRAWAN, M.Sc.

Pengembangan inokulum fungsi tahan asam
untuk peningkatan spora, viabilitas dan
kualitas kompos seresah

10

GURUM AHMAD PAUZI, SS
M.T.

Peningkatan Daya Listrik dan Penurunan
Laju Koros pada Plat Elektrode Melalui
Penambahan Sodium Bikarbonat (NaHCO3)
pada Pembangkit Listrik Elektrokimia
Menggunakan Air Laut Sebagai Sumber
Energi Terbarukan.

11

Dr.Ir.| GEDE SWIBAWA, M.S.

Tingkat Serangan dan Populasi Wereng Perut
Putih: Hama Baru pada Pertanaman Jagung
di Lampung

12

Winda Rahmawati, S.T.P.,
M.Si.MSc

Pembuatan Biodegradable Board Dari Enceng
Gondok Dengan Perekat Resin

13

DWI HAPSORO, Dr.

Regeneras In Vitro Tanaman Pisang cv.
Ambon Kuning (Musa spp. AAA) Melalui
Pembentukan Scalp

14

NUR EFENDI, S.Sos,, M.Si

Model Pengembangan Kawasan Ekowisata
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Berbasis Pantai di Kecamatan Kelumbayan
Kabupaten Tangamus

15

SINDUNG HARYANTO, M.Si

Studi Implementasi Undang-undang No 6
Tahun 2014 Tentang Desa di Provinsi
L ampung

16

Dr. RUSDI EVIZAL.,M.S.

Pertumbuhan, produksi, dan citarasa kopi
grafting I nterspesifik Robusta, Arabika,
Liberika

17

Dr. JONI AGUSTIAN, ST., M.Sc.

Sirup glukosa dari tapioka via likuifaksi
enzimatis menggunakan alfa-amilase amobil
pada silika mcf: optimasi prosesdan
penentuan konstanta kinetika

18

TRISTIYANTO, SKom., M.1.S,,
Ph.D.

Audit Tata Kelola Teknologi Informasi
Universitas Lampung Menggunakan
Framework COBIT 5

19

DR. HERMAN
HALOMOAN SINAGA, ST.,M.T.

Pendeteksian Dan Monitoring Partial
Discharge Pada Kabel Daya Dengan

Menggunakan Transducer Coupling
Electromagnetik

20

DR. AHMAD
SAUDI SAMOSIR, ST.,M.T.

Inovas Teknik Maximum Power Point
Tracking (Mppt) Berbasis Fuzzy L ogic Untuk
Meningkatkan Daya Output Pembangkit
Listrik Tenaga Surya

21

| GEDE
SIDEMEN, M.Si

Model Kerjasama Pencegahan Dan
Penanganan Penyelundupan Manusia (People
Smuggling) Di Wilayah Pesisir Provinsi

L ampung

22

Dr.Ir. KURNIA MULUDI, M.S.Sc

Penggunaan Teknologi Sistem K ecerdasan
Buatan dalam Pengembangan Pohon
Keputusan untuk Seleks Merpati L okal
(Columbal livia) Balap Datar dan Pedaging

23

HERLINAWATI, ST. ,M.T.

Karakterisas Gelombang Ultrasonik L umba-
lumba Untuk Terapi Autis Menggunakan Alih
Ragam Wavelet

24

SYARIEF MAKHYA, Dr.,M.S

Model Kerjasama Pemerintah Daerah Lintas
Provins Di Daerah Perbatasan (M odel

K ebijakan Pengembangan Kapasitas Sumber
Daya Aparatur Melalui Kebijakan Kerjasama
Kewaspadaan Dini Gegjolak Sosial Antara
Pemerintah Kabupaten Mesuji Provins
Lampung dan Kabupaten Ogan Komering Ilir
Provins Sumatera Selatan Dalam Rangka
Pelayanan Publik Yang Optimal)

25

DIAN KURNIASARI, M.Sc

Pendugaan Parameter Distribusi Generalized
Gamma Dengan Metode Probability Weighted
Momen

26

HARI KASKOYO, SHut., M.P,,
Ph.D

Penggunaan Sustainable Livelihood
Framework dalam Pengukuran Dampak
Program Hutan Kemasyar akatan pada
Perikehidupan Masyarakat L okal,
Pembangunan Daerah dan Kelestarian Hutan

27

FENI ROSALIA, Dr.,M.Si

Budaya Organisasi di Perguruan Tinggi
(Studi Transformasi Dari Teaching University




ke Resear ch University Di Universitas
L ampung)

28

RINAWATI, M.Si

Potensi Karbon Aktif Sekam Padi Sebagai
Adsorben Polutan Organik Polisiklik
Aromatik Hidrokarbon (PAH)

29

Dr. Mardi Telaumbanua, S.T.P.,
M .Sc.

Rancang Bangun Sistem Kendali Penyiraman,
Pemupukan, Dan Pengendalian Hama Untuk
Tanaman Cabai Rawit Dengan I nterface
Melalui Internet Of Thing (1oT)

30

Dr. Agung Abadi Kiswandono,S. Si.

M.Sc.

Teknologi Pemisahan Fenol dan Pemodelan
Matematika Berbasis M otode Polymer
Inclusion Membrane Sebagai Upaya
Penanggulangan Limbah Industri

31

YAKTIWORO INDRIANI,
Dr.lr.,M.S

Prevalensi Kegemukan dan Tingkat Resiko
Penyakit Kardiovaskuler pada Anak SD di
Daer ah Perdesaan Sekitar Bandar L ampung

32

ADMI| SYARIF, Dr.Eng

Implementas Intelegensia Buatan (Artificial
Intelligent) Berbasis Fuzzy pada Pengolahan
Citra Digital (Digital  mage Processing)

33

LESTARI WIBOWO, Ir., M.P.

Screening Isolat dan Pembuatan For mulasi
Kering Metarhizium anisopliae sebagai
Agensia Hayati Oryctes rhinoceros

34

Dr. Eng. DEWI
AGUSTINA IRYANI, ST.,M.T.

Modifikasi Kimia Limbah Agroindustri
Menjadi Selulosa Xanthat Sebagai Adsorben
Logam Merkuri

35

Dr.LA ZAKARIA, SS. M.Sc.

Reparameterisas Per samaan Generalized
& #8710;& #8710;-Sine Gordon Dan Peluang
Pemakaiannya Pada Aplikas Fractal Untuk
Mendisain Motif Batik Lampung

36

SYAIFUL ALAM, M.T.

Pengembangan Prototipe Deteksi Kebocoran
Pipa Migas Berbasis Kamera Long Wave
Infrared pada Aplikas Wahana Udara Tak-
berawak (UAV)

37

MARTA DINATA, Dr., M.Pd

Pengaruh Latihan Lari Dan Rompi Terhadap
Penurunan Berat Badan

38

ROMMY QURNIATI, SP.,M.S

Strategi Peningkatan K esg ahteraan Rumah
Tangga Miskin di Sekitar Hutan Mangrove
Berbasis Tata Guna L ahan Kolaboratif di
Provins Lampung

39

HENRY B.H. SITORUS, ST.M.T.

AnalisisKestabilan Oksidasi Minyak Nabati
Methyl Ester (JMEO) Berbahan Minyak Jarak
Pagar Sebagai Minyak |solasi Dalam Peralatan
Tegangan Tinggi

40

DIAH PERMATA,ST. M.T.

Perancangan Sistem Proteks Terhadap
Sambaran Petir Pada Unmanned Aerial
Vehicle (Uav)

41

RISWANDI, Dr. M.Pd.

Pengembangan Model On The Job Training
(OTJ-T) Berbasis Peningkatan Kompetensi
guru Sekolah Dasar

42

ZAINAL ABIDIN, Ir.,M.E.S.,Dr.

Analisis Manfaat Ekonomi Pengelolaan Air
Bersih Berbasis Masyarkat Di Kawasan
Taman Hutan Raya Wan Abdul Rachman,




Provinsi Lampung

Dr. HERTI UTAMI, ST.,M.T.

Pemanfaatan Zeolit Alam Lampung sebagai
Katalis Padat pada Sintesis & #945;-Ter pineol
Produk Turunan Terpentin dan Kajian
Kinetika Reaksinya

Dr. RINDU RIKA GAMAYUNI,
SE.,M.Si

Penguatan Teknologi Informasi Akuntansi
Manajemen Desa Dan | mplementasi Undang-
Undang No.6 /2014 Tentang Desa Untuk
Meningkatkan Pengelolaan Keuangan Desa Di
Kabupaten/Kota Di Lampung

45

Dr. Dewi Sartika, ST.P., M.Si.

Eksplorasi Komponen Bioaktif Singkong
(Manihot Esculenta) Karet (Bagian kulit
Batang, umbi, kulit umbi, dan daun) Sebagai
Anti Mikroba Alami Pada Pangan

46

Dr. Eng. Endah Komalasari

Implementasi Filter Lcl Pada Sistem Grid
Pembangkit Listrik Tenaga Surya Untuk
Kompensasi Har monisa

47

Misfa Susanto, S.T., M.Sc., Ph.D.

Pengembangan Sistem Monitoring Aktifitas
Per gerakan Gajah pada Area Konservas
berbasis Wireless Sensor Network dengan Sifat
Sink Node dan Cluster Head Node yang
Mobile

48

SUSI, SE., M.B.A., PhD, Akt

Penggunaan Informas Kinerja Lingkungan
dan Sosial oleh L oan Officer pada Lembaga
Pembiayaan di Indonesia

49

Ir. SUGIATNO, M.S.

Adaptasi Klon-klon Unggul Kakao di
L ampung

50

LIALISMERI,ST.,M.T.

Produksi Glukosa Dari Limbah Batang Ubi
Kayu Dengan Proses Hidrolisis Dalam Reaktor
Elektromagnetik

51

EKO EFENDI, ST.,M.S

Pemodelan Strategi Pengelolaan Sumberdaya
Perairan Di Teluk Lampung

52

MUHAMMAD SYAMSOEL HADI,
IR.M.Sc.

Aktivitas Starch Synthase Dan Produksi
Etanol Pada Dua Tipe Sorgum Yang Ditanam
Secara Tumpangsari Dengan Ubikayu
Menggunakan Real Time Pcr

53

Suskandini Ratih Dirmawati, DR.
IR.,M.P.

Tekno Ekonomi Formulas Pestisida Nabati
Berbahan Aktif CyperusKyllingia Pengendali
Penyakit Patek Cabai

Dr. Ing. ARDIAN ULVAN, ST.,
M Sc.

Optimasi Beban Jaringan NGWN 5G dengan
M ekanisme M obility L oad-Balancing

55

ELIDA PURBA, Dr.

Optimas Proses Absorps Co2 Secara Kimia
Dan Biologi Skala Pilot Plant

56

LUSMEILIA AFRIANI, Dr. Ir.

Perancangan Alat Untuk Pengujian
Pemadatan Tanah di Laboratorium dengan
Sistem Pengontrolan Pada Energi
Pemadatan

57

LIMAN, SPt. M.Si

Pengar uh Jenis Dan Tingkat Penggunaan
Pupuk Kandang Pada Tanaman Sorgum
Terhadap Kandungan Nutrisi, Produks Segar,
Jumlah Anakan, Proporsi Batang Dan Daun




58 | DR. KUSUMA Suplementasi Mineral Mikro-Organik Dan
ADHIANTO, S.Pt., M.P. Asam Amino Pembatas Pada Ransum T ernak
Ruminansia Berbasis Limbah K elapa Sawit
59 | Ir. DARWIN H. Kajian Esktrak Tanaman Kaya Unsur N, P,
PANGARIBUA N, M.Sc., Ph.D. Dan K Untuk Meningkatkan Produksi,
Kualitas Pasca Panen, Dan Serapan Hara
Tanaman Jagung Manis (ZeaMaysL .)
60 | Nyimas Sa'diyah, Ir., M.P., Dr. Perakitan Varietas Unggul Cabai Merah
Tahan Terhadap Penyakit Antraknosa:
Keragaman Dan Heritabilitas Populasi
Varietas Ferosa Generas M2
61 | DWI JOKOWINARNO,S. T., AnalisisKurva I DF dan Revitalisasi Kearifan
M.Eng. Lokal dalam Mitigasi Banjir di Provinsi
L ampug
62 | RARA DIANTARI, SPi., M.Sc Kajian Senyawa Bioaktif Ekstrak Kelopak,
Buah, dan Daun Mangrove Avicennia sp.
Terhadap Infeks Bakteri Vibrio Harveyi Pada
Udang Vaname (Penaeus vannamei)
63 | OFIK TAUPIK Analisis Mekanika Tanah Dan Ketinggian
PURWADI, ST.M.T. Muka Air Tanah Untuk Menafsirkan
Kerentanan Terhadap Kegempaan Di
Kemiling
64 | INDRA MAMAD GANDIDI, ST., Proses Co-Upgrading dan Mechanical
M.T. Purification untuk Mendapatkan Bio Premium
dari BCO Sampah Real Perkotaan serta Uji
Performa Mesin dan Faktor Emisi Gas Buang
65 | SANDI ASMARA, M.S. Model dan Strategi Pengambilan Keputusan

Per encanaanPembangunan K etahananan
Pangan Berdasar StatusKerawanan Wilayah
(Studi Kasus Kabupaten Lamsel, Tanggamus
dan Tulang Bawang) .

3. PENELITIAN PASCASARJANA

Ketua

Judul

HENI SISWANTO, SH.M.H.

Optimalisasi Model Penegakan Hukum Pidana
Berbasis Pendekatan Integral Dan Pendekatan
Kellmuan Dalam Menghadapi K g ahatan
Pembegalan Di Lampung (Studi Di Wilayah
Hukum Kepolisan Daerah Lampung)

DYAH ARING HEPIANA L, Dr.

Penguatan K elembagaan Dan Rantai Pasok
Kelapa Sawit Rakyat Dalam Rangka
Peningkatan Pendapatan Dan K esgjahteraan
Petani Di Kabupaten Tulang Bawang

Sutikno, Ir.M.Sc., Ph.D.

Pengembangan “Edible Active Packaging”
Berbahan Dasar Rumput L aut

Dr. DOROTHY ROULY H.

Peran M oderasi Gender dalam Effect




PANDJAITAN ,SE.M.S

Pemasaran Hijau pada K eputusan Pembelian
Produk Kosmetik Bodyshop di Bandar
L ampung

SOWIYAH, M.Pd, Dr.

Pengembangan M odel Program Pembelajaran
Individu Bagi Anak Berkebutuhan Khususdi
Sekolah Dasar Inklusif Kota Metro

ROCHMAH AGUSTINA, Ph.D.

Pemanfaatan Tanaman Tomat ( Lycopersicum
Esculentum, Mill) F1 Dari Benih Induk
Terpapar Medan Magnet 0,2 Mt Sebagai
Benih Tahan Serangan Jamur Layu Fusarium

DR. AMRIZAL, ST.,M.T.

Unjuk Kerja Kolektor Surya Pelat Datar
Berdasarkan Material Absorber

HERTANTO, Drs,, M.Si., Ph.D.

Resolusi Konflik Internal Komisi Pemilihan
Umum (Studi Kasustentang Konflik antara
Komisioner dengan Sekretariat Komisi

Pemilihan Umum Provins Lampung dalam
Pemilihan Gubernur Lampung Tahun 2014)

SUNYONGO, Dr., Drs, M.S

Pengembangan Media I nteraktif Berbasis
Model SiMaY ang dalam Pembelajaran | PA
untuk Meningkatkan Keterampilan Proses
Sains dan Keterampilan Ber pikir Kritis Siswa

10

Dr. Rahmat Safe'i, SHut., M.S

Peran dan Keberlanjutan Gapoktan dalam
Pengelolaan Hutan Kemasyarakatan di KPHL
Kota Agung Utara

11

Dr. Eng. SHIRLEY SAVETLANA,
ST, M.Met

Produksi Dan Pengujian M ekanik Bahan
Komposit Implan Pengisi Tulang (Bone Filler)
BerbasisHidroksiapatit Dari Bahan Alam
Lampung

12

IRWAN SUKRI BANUWA, Ir.,
M.Si.,Dr. Prof.

Partisipas Masyarakat KPHP Gedong Wani
terhadap Program Hutan Tanaman Rakyat

13

Dr. SUMARDI, M.S

Pengaruh Paparan Medan Magnet 0,2 Mt
Pada Media Yang Mengandung L ogam (Fe,
Al, Pb, Cd Dan Cu) Terhadap Aktivitas
Bacillus Sp. Dalam Menghasilkan Enzim
Protease

14

Dr.Ir. AGUSKARYANTO, M.Sc.

Pengaruh Unsur Hara Mikro Dan Genotipe
Tanaman Terhadap Aktivitas Enzim Starch
Synthase Dan Morfologi Granul Pati Ubi Kayu



User
Highlight


15

TUBAGUSHASANUDDIN, Dr. Ir.

Persepsi Petani, Effektivitas Kelompok Tani,
Dan Difus Inovas Sistem Pertanian Organik
Di Propinsi Lampung

16

TUNTUN SINAGA, DR.,M.Hum

Thelmpact Of Critical Thinking And
Academic

Potentials On Students’ Comprehension Of
Literary Text For Man Studentsn Bandar
Lampung

17

Dr. BAMBANG UTOYO
SUTIYOSO, M.Si.

Pengembangan Social capital pada birokrasi
untuk mewujudkan kompetens dan
performance organisasi dalam rangka
meningktakan daya saing daerah

18

ADELINA HASYIM, Dr.

Pengembangan Model Pembelajaran Bermain
peran untuk membangun sikap bela negara
pada mata pelajaran PPKn di SMP

19

GATOT EKO SUSILO, S.T., M.&c.,
PhD.

Studi Pemanfaatan Air Kondesat Ac Sebagali
Alternatif Bahan Baku Air Minum Dengan
Menggunakan Water Purifier Di Kota Bandar
L ampung

20

CHANDRA ERTIKANTO, Dr.,
M.Pd

Pengembangan Lembar Kerja Siswa Berbasis
Inkuiri Model Pembelajaran Sains Dengan
Pendekatan Saintifik Guna Menumbuhkan
Skill Representasi M atematis Pada M ahasiswa
Pgsd Fkip Unila

21

ASNAWI LUBIS, ST, MSc, PhD

Pengembangan model perancangan lifting lug
pada bg anatekan silinder dengan pendekatan
mekanika retak (fracture mechanics)

22

ERLINA RUFAIDAH, Dr. M.Si

Pengembangan Model Pendidikan Berbasis
Multikultural Di Kabupaten Way Kanan

23

Prof. Dr. SUNARTO, SH., M .H.

Restrukturisasi Model Penegakan Hukum
Korups Yang Mengoptimalisasi Korporasi
Sebagai Subjek Tindak Pidana Korups

24

PARGITO, Dr. M.Pd

Migras Sosial Masyarakat Transmigran Dan
Proses Akulturasi Di Kabupaten Waykanan




25

Edi Suyanto, Dr., M.Pd.

Pengembangan Bahan Ajar Menulis Cerpen
Berbasis Teks Tipe Cer pen-gram untuk
Mengonstruksi Kompetens Tulis Siswa SMP
KeasIX

REKTOR UNIVERSITAS LAMPUNG,

ttd

HASRIADI MAT AKIN
NIP 195706291986031002




	PRAKATA
	Analisis data pada penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL), sedangkan data kuantitatif dari setiap parameter dianalisis dengan menggunakan Analysis of Variance dengan tingkat kepercayaan 95%. Apabila ada beda nyata dilanjutkan dengan D...

	Dalam tahap ini telah berhasil diisolasi total genom DNA daun planlet P. amabilis hasil pengimbasan AF pada konsentrasi 10, 20, 30, 40 ppm dan tidak diimbas dengan AF (kontrol) untuk sejumlah sampel acak, dengan menggunakan kit Nucleon Phytopure RPN-8...
	OnLine Journal of Biological Sciences; url: https://thescipub.com/journals/ojbs; https://thescipub.com/journals/ojbs/indexing
	Tahun Rencana Publikasi: 2021

