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ABSTRACT

The most production constrain on Orchid Land (Spathoglottisplicata Bl.) plantation
recently has been caused by fusarium wiltcaused by Fusariumoxysporum (Fo) and until
now still can not be solved effectively. The use of fusarium wilt resistant cultivar has been
introduced, which has high yield expected as one alternative method for controlling this
disease. A resistant Orchid Land plantlet has been initiated by in vitro selection on
Vacin& Went (VW) medium containingfusaric acid (FA), and found indications tolerant
FA concentration for selection plantlets were resistant. Peroxidase enzyme activity as a
mechanism of resistance against Fo plantlets of S. plicata was measured using the
Saravananet. al. (2004) method,the plantlets were scanned FA(concentration of 10, 20,
30, and 40 ppm) and control.The results showed indications of increased activity of
peroxidase enzyme significantly from four different FA stress concentration.At a
concentration of 10 ppm FA produce peroxidase activity of 0.26 U/ mg/ min, the
concentration of 20 ppm lead of 0.35 U/mg/min, at a concentration of 30 ppm FA
produces 0.37 U/mg/min and the concentration of 40 ppm produces of 0.52 U/mg/min.In
controls, the peroxidase activity of 0.12 U/mg/min. The research results prove the
presence of increasing concentrations of FA stress will improve also the peroxidase
enzyme activity. Indications of increased activity of peroxidase significant stress
concentrations of four different FA, is suspected because stress can cause an increase in
compound peroxide (H2O2) in the culture medium and can lead to increased activity of the
enzyme peroxidase.
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PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara yang memiliki kekayaan dengan keragaman varietas dan jenis
tanaman hortikultura, misalnya tanaman anggrek (Ramadiani, dkk. 2008). Namun, dalam
pembudidayaannya tanaman anggrek memiliki banyak kendala yang dihadapi seperti munculnya jamur
patogen atau yang lebih dikenal dengan penyakit layu fusarium. Seleksi ketahanan terhadap layu fusarium
dapat dilakukan dengan menggunakan filtrat dari kultur fusarium atau menggunakan racun murni
fusarium yaitu asam fusarat (AF).

Pengaruh pengimbasan asam fusarat (AF) terhadap planlet anggrek tanah dapat diketahui pula
dengan melakukan analisis aktivitas enzim peroksidase. Secara fisiologis, mekanisme ketahanan terhadap
virus melibatkan peningkatan aktivitas enzim peroksidase yang berperan dalam mekanisme ketahanan
terhadap suatu cekaman (Artlip and Funkhouser, 1995). Saravanan et al. (2004) menyatakan bahwa gen
yang mengatur aktivitas enzim peroksidase merupakan gen ketahanan hipersensitif dominan pada tanaman
sehingga membantu membentuk suatu mekanisme ketahanan terhadap suatu penyakit.

Penelitian bertujuan mengetahui dan menganalisis karakter ekspresi yang spesifik pada planlet
Spathoglottis plicata tahan asam fusarat secara in vitro meliputi aktivitas enzim peroksidase

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari sampai dengan bulan Maret 2015 di Laboratorium
Botani (ruang penelitian in vitro), Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,
Universitas Lampung.

Penelitian dilaksanakan dalam rancangan acak lengkap dengan 5 perlakuan dan 6 ulangan.
Perlakuan adalah penambahan asam fusarat ke dalam medium VW (Vacin and Went) dengan  konsentrasi
0 ppm (kontrol), 10 ppm, 20 ppm,30 ppm, dan 40 ppm. Satuan percobaan adalah planlet Spathoglottis
plicata yang ditanam pada medium VW tersebut. Analisis ragam dan uji BNT dilakukan pada taraf nyata
5%.

Pelaksanaan Penelitian.
Persiapan medium tanam dan seleksi.

Medium yang digunakan adalah Vacin and Went (VW) padat dengan penambahan ZPT (Zat
pengatur Tumbuh).  Setelah medium dicairkan, kemudian medium  disterilisasi selama 15 menit.  Medium
VW yang sudah disterilkan kemudian ditambah asam fusarat (AF) dengan konsentrasi 0 ppm (kontrol), 10
ppm, 20 ppm, 30 ppm, dan 40 ppm.

Penanaman planlet dalam medium seleksi asam fusarat.
Eksplan yang digunakan berupa planlet steril. Planlet-planlet dari botol kultur dikeluarkan dengan scalpel

steril dan satu-persatu diletakkan di atas cawan petri berdiameter 10 cm, kemudian planlet dipilah satu-
satu, setelah itu ditanam pada masing-masing botol kultur yang berisi medium  perlakuan yang telah
ditentukan. Masing-masing konsentrasi dilakukan 6 kali ulangan dan setiap ulangan terdiri dari 3 eksplan
Spathoglottis plicata dalam setiap botol kultur.
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Analisis aktivitas enzim peroksidase
Bahan untuk analisis aktivitas enzim peroksidase dengan menggunakan daun planlet S.plicata

yang sudah diimbas dengan asam fusarat dan dianalisis dengan metode dari Saravanan et al. (2004).
Campuran dibuat 1,5 mL 0,05 M pirogalol, 0,5 mL ekstrak enzim dari daun planlet Spathoglottis plicata,
dan 0,5 mL 1% H2O2. Pada suhu kamar, campuran diendapkan dan dimasukkan ke dalam kuvet
berukuran 0,5 mL. Spektrofotometer diatur dengan panjang gelombang 420 nm. Aktivitas enzim dihitung
dalam U/mg/min. Satu unit adalah aktivitas berubahnya OD 420 nm pada spektrofotometer per menit.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Analisis aktivitas enzim peroksidase menggunakan metode Saravanan et al. (2004), pada planlet
anggrek tanah yang diimbas dengan AF pada konsentrasi 0 ppm (kontrol), 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, dan
40 ppm. Hasil analisis aktivitas enzim peroksidase planlet anggrek tanah yang di tanam pada medium
VW dengan penambahan berbagai konsentrasi AF di sajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Aktivitas enzim peroksidase planlet anggrek tanah yang tidak diimbas (kontrol) dan diimbas
asam fusarat (10, 20, 30, dan 40 ppm)

Konsentrasi Asam Fusarat (ppm b/v)
Aktivitas Enzim Peroksidase

(unit/mg/menit)
0 (Kontrol) 0,116 ± 1,433E-05a

10 0,265 ± 5,333E-06b

20 0,349 ± 2,333E-06c

30 0,372 ± 6,333E-06d

40 0,521 ± 4,333E-06e

Keterangan :
Aktivitas enzim peroksidase = ý ± SE
ý = nilai rata-rata aktivitas enzim peroksidase
SE = standar eror
Angka yang diikuti oleh huruf yang sama  tidak berbeda nyata pada taraf 5%.
BNT (0,05) = 0,008

Data pada Tabel 1, menunjukkan bahwa terjadi peningkatan pada aktivitas enzim peroksidase
yang signifikan dari empat konsentrasi AF yang berbeda. Pada kontrol (0 ppm) dihasilkan aktivitas enzim
peroksidase sebesar 0,116 U/mg/min. Sedangkan, pada 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.

Uji BNT pada taraf nyata 5% menunjukkan bahwa aktivitas enzim peroksidase daun planlet S.
plicata pada konsentrasi asam fusarat  10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, dan 40 ppm berbeda nyata terhadap
kontrol. Perbandingan aktivitas enzim peroksidase planlet S. plicata yang di tanam pada medium VW
dengan berbagai konsentrasi asam fusarat disajikan pada Gambar 1. Data pada Gambar 1. menunjukkan
bahwa aktivitas enzim peroksidase daun planlet S. plicata mengalami peningkatan pada konsentrasi 10
ppm, 20 ppm, 30 ppm, dan 40 ppm.
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Gambar 1. Grafik batang perbandingan aktivitas enzim peroksidase Spathoglottis Plicata

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pengimbasan asam fusarat terhadap planlet Spathoglottis
plicata memberikan pengaruh positif terhadap peningkatan aktivitas enzim peroksidase pada konsentrasi
asam fusarat 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, dan 40 ppm. Peningkatan aktivitas enzim peroksidase sejalan
dengan meningkatnya cekaman AF. Perlakuan induksi mutasi dengan AF secara in vitro dapat
meningkatkan nilai koefisien keragaman aktivitas enzim peroksidase pada planlet anggrek tanah. Hasil
penelitian ini didukung oleh penelitian Nurcahyani (2013), bahwa terjadi peningkatan aktivitas enzim
peroksidase pada planlet vanili yang terkena cekaman AF. Peningkatan aktivitas enzim peroksidase yang
signifikan pada planlet vanili diduga karena cekaman dari AF dapat memicu peningkatan senyawa
peroksida (H2O2). Menurut Bouizgarne et al. (2006) bahwa peroksida merupakan senyawa yang dapat
memicu meningkatnya aktivitas enzim peroksidase.

Selain itu, hasil penelitian ini sejalan dengan Yanti (2011), semakin meningkatnya koefisien
keragaman dan nilai varian dapat menunjukkan bahwa terjadi peningkatan variasi aktivitas enzim
peroksidase pada mutan bibit pisang kepok. Peningkatan variasi ini terjadi akibat telah terjadinya mutasi
pada gen penyandi enzim peroksidase. Hadi (2003), menyatakan bahwa tanaman karet terhadap penyakit
Corynespora aktivitas enzim peroksidasenya lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol. Tanaman yang
tahan akan terjadi peningkatan aktivitas peroksidase, sedangkan tanaman yang peka tidak ada perubahan
atau bahkan turun dibandingkan dengan tanaman dalam keadaan sehat (Agrios, 2005).

Abeles et al. (1990) juga menyatakan bahwa peningkatan aktivitas enzim peroksidase merupakan
suatu bentuk respon umum tanaman terhadap cekaman lingkungan. Cekaman suhu rendah pada gandum
dan jagung (Peruanskii et al., 1991) dan cekaman polusi udara (Rao and Dubey, 1990) dapat
meningkatkan aktivitas enzim peroksidase.

KESIMPULAN

Hasil dari pengimbasan asam fusarat pada konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, dan 40 ppm pada
medium VW mampu meningkatkan aktivitas enzim peroksidase pada planlet Spathoglottis plicata. Secara
signifikan, konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, dan 40 ppm memberikan pengaruh dalam peningkatan
aktivitas enzim peroksidase dibandingkan dengan kontrol. Peningkatan aktivitas enzim peroksidase
sejalan dengan semakin meningkatnya cekaman AF.
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