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ABSTRAK

Vanili (Vanilla planifolia Andrews) memiliki potensi untuk dikembangkan di Indonesia serta
bernilai jual tinggi. Kendala yang dihadapi dalam budidaya vanili di Indonesia antara lain
musim kemarau yang berkepanjangan. Rhizoctonia merupakan jamur yang berperan sebagai
mikoriza dan membantu dalam menyimpan hara dan air bagi tumbuhan. Poly Ethylene Glycol
(PEG 6000) yang diberikan pada medium kultur jaringan mampu mensimulasi cekaman air.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kandungan klorofil dan karbohidrat terlarut total
planlet vanili yang diinokulasi dengan Rhizoctonia solanii dan diberi PEG 6000 pada
konsentrasi 0%, 25% dan 35% secara in-vitro. Medium yang digunakan dalam penelitian
yaitu medium Murashige & Skoog (MS) padat dengan penambahan PEG 6000. Rancangan
yang digunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap Faktorial (RALF) dengan dua faktor yaitu
inokulasi R.solanii dan PEG 6000. Data dianalisis dengan ANOVA dan uji lanjut dengan
Beda Nyata Terkecil (BNT) pada taraf nyata 5%. Analisis kandungan klorofil diuji dengan
metode Harbourne (1987) dan karbohidrat dengan metode fenol-sulfur (Dubois, 1956). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa inokulasi R.solanii pada PEG 6000 taraf konsentrasi 35%
mampu meningkatkan kandungan karbohidrat terlarut total batang planlet V.planifolia.
Karakter ekspresi spesifik pada planlet V.planifolia yang tahan terhadap cekaman kekeringan
yaitu berupa peningkatan kandungan karbohidrat telarut total.

Kata kunci: Cekaman Air, Poly Ethylene Glycol, Rhizoctonia solanii, Vanili.
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang dan Masalah

Vanili (Vanilla planifolia Andrews) memiliki potensi dan peluang untuk

dikembangkan di Indonesia. Vanili dikenal sebagai bahan pemberi aroma

pada obat-obatan, bahan baku parfum dan bidang industri pangan seperti kue,

es krim, kopi, teh, susu dan lain-lain (Tombe et al., 2010). Polong vanili

mempunyai nilai jual melalui proses ekstraksi (Kalimuntu, 2006). Hasil

ekstraksi V. planifolia dengan teknik maserasi menghasilkan kandungan

vanilin hingga 2,3 g/l. Vanili di Indonesia merupakan komoditas lokal yang

selalu diekspor karena tingginya permintaan dunia sehingga tidak digunakan

di dalam negeri (Setyaningsih, 2006).

Pengembangan vanili di Indonesia masih terdapat kendala yang

mengakibatkan produksi vanili tidak seimbang dengan permintaannya yang

tinggi (Nurcahyani et al., 2012). Kendala utama yang dihadapi dalam

budidaya vanili di Indonesia yaitu musim kemarau yang mengakibatkan

kurangnya air pada tanah. Vanili merupakan tanaman yang sensitif terhadap

pengaruh kekeringan, kekeringan menyebabkan kerusakan pada akar

sehingga vanili mengalami kematian (Tombe et al., 2010). Kondisi

kurangnya air akibat keterbatasan air dari lingkungan tumbuhan (medium
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tanam) disebut dengan cekaman kekeringan (Effendi, 2008). Salah satu upaya

yang efektif untuk mengatasi cekaman kekeringan pada tanaman antara lain

dengan menggunakan varietas yang tahan terhadap kekeringan. Untuk

mendapatkan bibit yang baik dapat dilakukan melalui seleksi dengan teknik

in vitro (Muliani et al., 2014).

Poly Ethylene Glycol (PEG) digunakan untuk menciptakan kondisi cekaman

kekeringan dengan menurunkan potensial air pada medium dalam percobaan

kultur jaringan tumbuhan (Zulhilmi et al., 2012). Penambahan PEG

diharapkan dapat memberikan simulasi cekaman kekeringan seperti yang

terjadi di alam, sehingga tanaman memberikan respons terhadap cekaman

kekeringan (Rahayu et al., 2005).

Pada kondisi cekaman kekeringan hifa jamur bermanfaat bagi pertumbuhan

tanaman karena membantu meningkatkan hara dan air dalam jaringan akar

maupun batang. Rhizoctonia merupakan salah satu jamur mikoriza yang

menginfeksi vanili dengan adanya peloton dalam hifa intraselular (Haryuni et

al, 2012). Menurut Tirta (2006) pemberian jamur mikoriza berpengaruh nyata

terhadap jumlah daun dan berat segar bibit vanili. Pemberian mikoriza pada

vanili juga mampu mendukung penyerapan unsur Kalium (K) yang

membantu tanaman untuk mempertahankan tekanan turgor sehingga

penggunaan air lebih efisien. Mikoriza dapat menjadikan bibit vanili lebih

tahan terhadap cekaman kekeringan sehingga mampu meningkatkan

produktivitas tanaman.
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B. Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah:

1. Mengetahui efek Rhizoctonia solanii dalam ketahanan vanili (Vanilla

planifolia Andrews) terhadap cekaman kekeringan secara in vitro,

2. Mengetahui karakter ekspresi spesifik pada planlet vanili (V. planifolia)

yang tahan cekaman kekeringan setelah diinokulasi Rhizoctonia solanii

secara in vitro.

C. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan mampu memberikan informasi tentang

pengaruh inokulasi Rhizoctonia solanii terhadap ketahanan planlet vanili pada

kondisi stres kekeringan secara in vitro. Diharapkan secara ilmiah mampu

memberikan kontribusi dalam ilmu pengetahuan terutama dibidang pemuliaan

tanaman dan ilmu terapan yang terkait.

D. Kerangka Pemikiran

Vanili (Vanilla planifolia Andrews) berpotensi untuk dikembangkan di

Indonesia sebagai pemberi aroma dalam berbagai bidang industri. Namun ada

kendala yang dihadapi dalam budidaya vanili di Indonesia antara lain musim

kemarau. Pemberian Poly Ethylene Glycol (PEG) mampu menstimulasi

kekeringan pada medium Murashige and Skoog (MS) secara in vitro. Jamur

mikoriza diketahui bermanfaat bagi tanaman pada kondisi yang kurang
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menguntungkan seperti cekaman kekeringan. Rhizoctonia merupakan salah

satu jamur mikoriza yang menginfeksi vanili dengan membentuk hifa

intraselular. Diharapkan inokulasi Rhizoctonia solanii mampu menjadikan

plantet vanili lebih tahan terhadap cekaman kekeringan.

E. Hipotesis

Hipotesis penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Adanya efek pemberian inokulasi Rhizoctonia solanii dalam ketahanan

vanili (Vanilla planifolia) terhadap cekaman kekeringan secara in vitro,

2. Terdapat karakter ekspresi spesifik pada planlet vanili (Vanilla planifolia)

yang tahan cekaman kekeringan setelah diinokulasi Rhizoctonia solanii

secara in vitro.
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II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Deskripsi Tanaman Vanili

1. Morfologi

Vanili merupakan tanaman yang tumbuh secara merambat dengan

ketinggian mencapai 15 m. Tanaman vanili memiliki batang yang beruas-

ruas, berwarna hijau, lemas dan berair. Tiap ruas pada batang vanili

memiliki panjang sekitar 15 cm dan terdapat akar udara yang bercabang-

cabang diertai bulu halus pada pemukaanya. Akar pada ruas-ruas batang

ini berfungsi sebagai pelekat tanaman vanili untuk merambat. Akar ini

juga berfungsi untuk menyerap unsur hara jika melekat pada tanah. Selain

akar, pada tiap ruas batang vanili terdapat daun (Utama, 2007). Bentuk

daun yang dimiliki oleh vanili adalah lanset dengan ujung daun yang

meruncing, memiliki pangkal yang membulat dan tepi daun rata.

Panjangnya sekitar 8-25 cm dan lebar 2-8 cm serta memiliki warna hijau.

Susunan daun vanili adalah berselang-seling pada masing-masing ruasnya

dan berupa daun tunggal (Ruhnayat, 2004).

Vanili memiliki bunga yang berwarna kekuningan, berdiameter 10 cm dan

bersifat hermaprodit. Bunga vanili keluar dari ketiak daun dengan tangkai

yang sangat pendek (Mochtar, 2012). Bunga vanili memiliki bagian yang
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disebut rostellum, yang merupakan lapisan pemisah antara tempat tepung

sari (anther) dan kepala putik (stigma). Dengan adanya rostellum

menyebabkan vanili tidak dapat melakukan penyerbukan secara alami dan

dibutuhkan adanya bantuan tangan manusia. Hasil penyerbukan akan

menghasilkan polong yang dikenal dengan buah vanila (vanilla bean)

(Utama, 2007).

2. Penyebaran

Tanaman vanili merupakan famili anggrekan (Orchidaceae) sehingga

membutuhkan kondisi iklim dan ekologi yang sama seperti tanaman

anggrek. Terdapat sekitar 110 spesies tanaman vanili, namun terdapat 3

jenis yang dibudidayakan secara komersil, yaitu ;

a. Vanilla planifolia, berasal dari Mexico dan telah dibididayakan di

daerah tropis seperti di Indonesia saat ini,

b. Vanilla pompana, juga berasal dari Mexico dan hanya dibudidayakan

di Amerika Tengah dan Amerika Selatan, namun memiliki mutu lebih

rendah dibanding V.planifolia.

c. Vanilla tahitiensis, dibudidayakan di Tahiti, Hawai serta Papua

Newguinea dan memiliki mutu yang lebih rendah dibanding

V.planifolia dan V.pompana (Utama, 2007).

Potensi alam seperti tanah, lahan dan iklim yang dimiliki Indonesia

berpotensi dalam mengembangkan tanaman vanili. Tanah yang baik untuk

pertumbuhan vanili yaitu memiliki unsur hara dan air yang cukup. Iklim

yang dibutuhkan dalam pertumbuhan vanili adalah daerah dengan curah

hujan dan kelembaban tinggi. Di Pulau Jawa terdapat beberapa daerah
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yang menjadi pengembangan budidaya vanili antara lain Garut,

Temanggung, Malang, Karangasem dan Gianyar (Henuhili, 2004). Daerah

pengembangan vanili di Indonesia meliputi Sumatera, Jawa, Nusa

Tenggara, Bali, Kalimantan, Sulawesi dan Maluku menjadi. Provinsi yang

menjadi sentra produksi vanili antara lain Lampung, Sumatera Utara, Jawa

Barat, Jawa Timur, Bali, Nusa Tenggara Timur, Nusa Tenggara Barat,

Sulawesi Utara, Sulawesi Tengah dan Sulawesi Selatan (Ruhnayat, 2004).

3. Klasifikasi

Vanilla planifolia Andrews merupakan tanaman dari keluarga

Orchidaceae yang saat ini berkembang di Indonesia. Vanili terdiri dari 700

genus dan 20.000 species. Klasifikasi dari Vanili (Vanilla planifolia

Andrews) yaitu :

Divisio : Spermatophyta

Classis : Angiospermae

Subclassis : Monocotyledoneae

Ordo : Orchidales

Familia : Orchidaceae

Genus : Vanilla

Species : Vanilla planifolia Andrews

(Ruhnayat, 2004).
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B. Nilai Ekonomi Vanili

Vanili Indonesia dikenal sebagai Java vanilla bean yang memiliki nilai jual

tinggi sehingga berpotensi untuk memberikan keuntungan yang besar

(Ruhnayat, 2004). Nilai jual vanili diperoleh melalui proses ekstraksi

polongnya yang digunakan dalam bidang industri pangan dan kosmetik

(Kalimuntu, 2006). Hasil ekstraksi polong vanili menghasilkan sumber

citarasa pada pembuatan produk-produk pangan seperti es krim, puding, cake,

krim, sirup, dan lain-lain (Sofyaningsih, 2011). Aroma dan citarasa vanili

berasal dari kandungan vanilin yang dimilikinya. Hasil produksi tanaman

vanili di Indonesia memiliki kualitas unggul dengan kadar vanilin mencapai

2,75%. Kadar vanili ini lebih tinggi dibandingkan dengan vanili dari

Madagaskar (1,98%), Meksiko (1,98%), Sri Lanka (1,48%) dan Tahiti

(2,02%) (Setiawan, 2004). Menurut Setyaningsih (2006) hasil ekstraksi

polong Vanilla planifolia berumur 6-8 bulan melalui teknik maserasi

menghasilkan kandungan vanilin hingga 2,3 g/l.

C. Cekaman Kekeringan

Perubahan iklim berupa kemarau yang terjadi dalam jangka waktu yang

cukup lama akibat adanya global warming saat ini dapat menurunkan

ketersediaan air tanah. Hal ini mengakibatkan minimnya kadar air yang

terkandung dalam tanah (Nio Song dan Lenak., 2014).

Kondisi minimnya kadar air tanah disebut dengan cekaman kekeringan yang

mempengaruhi kondisi suatu tumbuhan, sedangkan untuk melangsungkan
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siklus hidupnya tanaman membutuhkan air. Ketika sumber air terbatas maka

akan berdampak pada berkurangnya pertumbuhan tanaman (Purwanto &

Agustono, 2010). Menurut Song (2011) ketika kondisi air minim maka proses

penyerapan unsur hara yang terlarut dalam tanah akan terhambat seperti

halnya nitrogen dan magnesium yang sangat penting dalam sintesis klorofil

sehingga terjadi adanya penurunan kandungan klorofil. Kondisi cekaman air

berpengaruh terhadap proses fisiologis, biokimia, anatomis dan morfologis

pada tumbuhan.

Tumbuhan yang mengalami cekaman kekeringan akan memperlihatkan

perbedaan secara morfologis yang meliputi jumlah daun, luas permukaan

akar, panjang akar, diameter akar, bobot kering serta rasio tajuk akar jika

dibandingkan dengan kondisi tanpa cekaman kekeringan (Parwata, 2014).

Cekaman kekeringan termasuk kedalam faktor abiotik yang sangat

memberikan pengaruh terhadap produktivitas suatu tanaman (Djazuli, 2011).

Dalam menghadapi kondisi cekaman kekeringan tumbuhan mampu

melakukan mekanisme ketahanan dengan memberikan respon secara

morfologis, anatomis maupun tingkat sel dengan cara memodifikasi bagian

tumbuhan itu sendiri (Porcel et al., 2005).
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D. Rhizoctonia

1. Deskripsi

Mikoriza dapat dijumpai pada hampir setiap perakaran tanaman tingkat

tinggi. Mikoriza anggrekan bersifat endomikoriza dengan menginfreksi

jaringan korteks . Rhizoctonia merupakan jamur mikoriza yang

bersimbiosis dengan anggrek sehingga disebut juga dengan jamur mikoriza

anggrekan. Jamur mikoriza anggrekan terdapat beberapa kelompok genus

antara lain Rhizoctonia, Tulasnella dan Ceratobasidium. (Setiawati, 2014).

Sebutan mikoriza anggrekan diberikan untuk jamur mikoriza yang ada

pada tanaman anggrek baik kecambah anggrek maupun anggrek dewasa

(Fitriana, 2007). Menurut Ningsih et al., (2014) pemberian jamur

Rhizoctonia pada anggrek macan mampu meningkatkan pertumbuhan

tinggi, jumlah daun dan jumlah akar planlet anggrek macan yang tidak

diberikan nutrisi tambahan secara signifikan.

2. Simbiosis

Dalam siklus hidup anggrek membutuhkan adanya infeksi jamur mikoriza.

Keberadaan hifa jamur Rhizoctonia diketahui mampu menstimulasi

perkecambahan benih anggrek melalui produksi etilen dan vitamin

(Setiawati, 2014). Jamur tipe ini membentuk peloton, peloton adalah

struktur hifa yang berupa lilitan padat (Kasiamdari, 2000). Peloton

menjadi ciri khas dari jamur mikoriza yang mempunyai fungsi untuk

menyuplai karbon dan nutrien, adanya peloton dapat dijumpai pada
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periode tertentu sebelum kemudian lisis sehingga dapat dikatakan masa

hidup peloton ini terbatas. Mikoriza anggrek memiliki potensi untuk

dimanfaatkan dalam pertumbuhan vanili, yaitu sebagai agens hayati

penyakit busuk batang akibat Fusarium sp. dan meningkatkan penyerapan

air dan nutrisi dengan adanya hifa eksternal mikoriza anggrek dalam tanah

yang melebihi rambut-rambut akar vanili (Setiawati, 2014).

Hubungan mikoriza anggrekan terhadap cekaman kekeringan berkaitan

dengan air dan hifa, hifa memperluas bidang serapan air dan hara (Musfal,

2010). Air sangat penting karena berfungsi sebagai pelarut unsur hara dan

berperan dalam fotosintesis (Agung & Rahayu, 2004). Menurut Haryuni

(2012) adanya Rhizoctonia binuklead (BNR) yang diinokulasi dalam bibit

vanili menyebabkan perubahan fisiologis serta meningkatkan ketahanan

bibit vanili terhadap cekaman kekeringan.

E. Mekanisme Ketahanan Tumbuhan Terhadap Cekaman Kekeringan

Cekaman kekeringan menjadi faktor eksternal yang berpengaruh terhadap

pertumbuhan tanaman (Farooq et al., 2009). Dampak akibat cekaman

kekeringan pada tumbuhan antara lain menghambat proses fotosintesis,

kandungan pigmen dan keseimbangan osmotik dalam tumbuhan. Proses

adaptasi yang terjadi dalam tumbuhan akibat cekaman kekeringan ini berbeda

satu sama lain tergantung tahap-tahap yang ada dalam perkembangan

tumbuhan itu sendiri (Anjum et al., 2011). Menurut Purwanto dan Agustono

(2010) cekaman kekeringan pada tingkat yang berat mampu mengakibatkan
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menutupnya stomata pada daun. Penutupan stomata pada daun ini

mengakibatkan penyerapan karbondioksida terhambat dan menurunkan berat

kering pada tumbuhan.

Mekanisme ketahanan yang dilakukan tumbuhan pada kondisi cekaman

kekeringan yaitu dengan mempertahankan status air dalam jaringan agar

metabolisme pada tumbuhan tetap berjalan dan mampu toleran terhadap

cekaman kekeringan (Palupi & Dedywiryanto, 2008). Salah satu cara yang

dilakukan tumbuhan dalam menghadapi cekaman kekeringan yaitu dengan

menggulung daunnya dengan tujuan untuk menurunkan laju evaporasi. Proses

ini berlangsung dengan adanya sel kipas yang mana ketika kekurangan air

maka jumlah dan ukuran sel kipas meningkat sehingga daun dapat

menggulung (Nio Song dan Lenak, 2014).

Bentuk adaptasi sebagai respon terhadap kekeringan, dapat berupa perubahan

pertumbuhan seperti penurunan pertumbuhan batang dan daun. Selain adanya

penurunan pertumbuhan, juga terjadi perubahan secara biokimia seperti

adanya akumulasi senyawa organik yang bertujuan untuk menjaga

keseimbangan osmotik dalam tubuh tumbuhan (Arve et al., 2011). Bentuk

adaptasi untuk mempertahankan keseimbangan tekanan osmotik pada

tumbuhan dilakukan dengan mengakumulasikan senyawa-senyawa terlarut

seperti gula, asam amino dan kandungan prolin (Khaerana, Ghulamahdi,

Purwakusumah, 2008).
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F. Biosintesis Klorofil

Klorofil adalah pigmen hijau yang memiliki peran dalam fotosintesis.

Klorofil berada di dalam kloroplas, kloroplas berasal dari proplastida atau

plastida yang masih belum dewasa, berukuran kecil dan hampir tidak

berwarna. Kloroplas berada dalam jaringan parenkim spons dan parenkim

palisade daun tingkat tinggi (Salisbury dan Ross, 1991). Klorofil adalah

pigmen dalam kloroplas yang berperan dalam proses fotosintesis. Melalui

fotosintesis tumbuhan dapat membentuk senyawa organik dan O2 dari

senyawa anorganik (CO2 dan H2O) dengan bantuan cahaya matahari (Song,

2011).

Klorofil memiliki sifat fisik maupun sifat kimia. Sifat fisik yang dimiliki

klorofil yaitu akan memantulkan cahaya yang berpendar atau berlainan. Sinar

yang akan diserap adalah sinar merah dan biru dengan panjang gelombang

sinar antara 400-700 nm. Sifat kimia pada klorofil adalah tidak larut dalam air

namun larut pada senyawa yang lebih polar seperti etanol (Dwidjoseputro,

1994). Klorofil disintesis oleh daun, dalam prosesnya terdapat beberapa

faktor yaitu gula, cahaya, air, karbohidrat, peratur dan unsur – unsur (N, Fe,

Mg, Mn, Cu, Zn, S, dan oksigen) (Hendriyani dan Nantya, 2009).

Klorofil yang ada pada tumbuhan terdapat 2 macam yaitu klorofil a

( ) berwarna hijau tua dan klorofil b ( ) yang

berwarna hijau lebih muda. Panjang gelombang yang diserap oleh klorofil a

dan b paling besar adalah 600-700 nm yang merupakan cahaya berwarna

merah. Cahaya yang paling sedikit untuk diserap adalah cahaya dengan
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panjang gelombang 500-600 nm atau berwarna hijau, kemudian cahaya biru

akan diserap oleh karotenoid ( Song, 2011). Struktur klorofil a dan b disajikan

pada Gambar 1.

Gambar 1. Struktur klorofil a). Klorofil a, b). Klorofil b (Nio Song dan
Banyo, 2011).

Klorofil memiliki keterkaitan terhadap cekaman kekeringan sebagai respon

fisiologis suatu tumbuhan, dengan adanya pengaruh kekeringan maka

konsentrasi klorofil daun akan menurun akibat terhambatnya penyerapan zat

dalam unsur hara yang penting dalam sintesis klorofil seperti magnesium dan

nitrogen (Song, 2011). Menurut Fitter dan Hay (1994) kekurangan air akan

mempengaruhi reaksi-reaksi biokimia dalam proses fotosintesis, yang

berdampak pada penurunan laju fotosintesis. Akibat fotosintesis yang

menurun ini juga akan menghambat sintesis klorofil (Hendriyani dan Nantya,

2009).

G. Karbohidrat

Karbohidrat merupakan senyawa yang mengandung unsur C, H, dan O yang

terdapat pada tumbuhan hingga 75%. Rumus senyawa kimia karbohidrat

yaitu Cn(H2O)n atau CnH2nOn (Wiratmaja, 2011).

a b
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Karbohidrat terdapat berbagai macam diantaranya sukrosa, glukosa dan

fruktan. Kandungan karbohidrat terlarut total tepat digunakan dalam analisis

terhadap cekaman kekeringan. Kandungan karbohidrat berperan dalam

mengatur tekanan osmotik pada cekaman kekeringan yang dapat dilihat dari

batang tumbuhan karena batang merupakan organ yang banyak mengandung

konsentrasi gula dan menunjukkan karakterisasi perubahan genotip pada

kondisi tercekam. Selain pada batang kandungan karbohidrat juga dapat

dijumpai pada akar dan daun, perubahan karbohidrat terlarut total

berpengaruh secara langsung terhadap respon fisiologis seperti fotosintesis

dan respirasi (Kerepesi dan Galiba, 2000).

Kandungan karbohidrat merupakan parameter yang digunakan dalam analisis

dasar biosains. Dalam analisis kandungan karbohidrat terdapat berbagai

metode. Metode yang mudah dan akurat dalam pengukuran gula murni pada

oligosakarida, proteoglikan, glikoprotein dan glikolipid adalah metode fenol-

sulfur. Adanya kandungan karbohidrat terlarut membantu tumbuhan dalam

mempertahankan kehidupan pada kondisi cekaman (Masuko et al., 2005).

Ketika mengalami cekaman kekeringan hasil fotosintesis mengalami

penurunan, saat hasil produksi tidak lagi mencukupi maka pemecahan

molekul karbohidrat terlarut dapat digunakan untuk mempertahankan proses

metabolisme (Zang et al., 2010). Menurut Mafakheri et al., (2010) tanaman

yang mengalami kondisi cekaman kekeringan akan meningkatkan kandungan

karbohidrat terlarut total.
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III. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini telah dilaksanakan dari bulan Februari sampai dengan bulan

April 2016 di Laboratorium Botani (ruang penelitian in vitro), Jurusan

Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas

Lampung.

B. Alat dan Bahan Penelitian

Alat- alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alumunium foil,

Autoclave, Laminar Air Flow Cabinet (LAF) ESCO, pinset, scalpel, mata

pisau scalpel, kertas filter, Erlenmeyer berukuran 50 ml, cawan petri

berdiameter 10 cm, corong, botol kultur berukuran 250 ml, gelas ukur

bervolume 100 ml dan 500 ml, kertas label, mikroskop, mikropipet, pipet tip,

spektrofotometri (Shimudzu UV 800), tabung reaksi, rak tabung reaksi,

timbangan analitik Ohaus, tisu, waterbatt, dan kamera nikon coolpix.

Bahan yang digunakan adalah planlet Vanilla planifolia steril dalam botol

kultur yang diperoleh dari koleksi pribadi Ibu Dr. Endang Nurcahyani, M.Si.,

isolat jamur Rhizoctonia solanii yang diperoleh dari Temanggung, Poly

Ethylene Glycol (PEG) 6000, alkohol 70 %, akuades, Benzine Amino Purine
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(BAP), Indole-3-Acetic Acid (IAA), sukrosa, Plant Preservative Mixture

(PPM), Kalium Hidroksida (KOH), Asam Chlorida (HCl), serta bahan kimia

medium Murashige & Skoog (MS) padat yang komposisinya disajikan dalam

Lampiran 1.

Bahan yang digunakan untuk analisis klorofil a,b dan total yaitu aseton

proanalitik, pada analisis karbohidrat terlarut total bahan yang digunakan

yaitu Fenol dan Asam Sulfat (H2SO4). serta bahan kimia medium Murashige &

Skoog (MS) padat yang komposisinya disajikan dalam Lampiran 1.

C. Rancangan Percobaan

Rancangan penelitian ini disusun dengan pola dasar Rancangan Acak Lengkap

Faktorial (RALF) yang terdiri dari dua faktor, yaitu inokulasi Rhizoctonia

dengan 2 taraf [V0 (tidak diinokulasi Rhizoctonia) dan V1 (diinokulasikan

Rhizoctonia)] dan konsentrasi Poly Ethylene Glycol (PEG 6000) dengan 3

taraf [P0 (0%), P1 (25%) dan P2 (35%)]. Parameter yang digunakan dalam

analisis yaitu kandungan klorofil a, b dan total serta kandungan karbohidrat

terlarut total. Data dianalisis dengan menggunakan ANOVA dan uji lanjut

dengan Beda Nyata Terkecil (BNT) pada taraf nyata 5%. Masing-masing

konsentrasi dilakukan 4 kali ulangan dan setiap ulangan terdiri dari 2 planlet

V.planifolia Andrews dalam setiap botol kultur. Tata letak satuan percobaan

seleksi planlet V.planifolia Andrews secara in vitro disajikan dalam tabel 1.
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Tabel 1. Tata letak satuan percobaan

U1 U2 U3 U4

V0 V1 V1 V2 V1 V2 V1 V2

P0 V3P3 V4P1 V4P3 V1P0 V2P3 V1P1 V1P3 V6P2

P1 V1P4 V3P2 V6P4 V3P1 V2P1 V3P4 V5P2 V5P3

P2 V6P1 V5P1 V4P2 V6P3 V2P4 V4P4 V1P2 V5P4

Keterangan :
V0 = Inokulasi dengan Rhizoctonia
V1 = Tidak diinokulasi dengan Rhizoctonia
P0 = PEG 6000 konsentrasi 0%
P1 = PEG 6000 konsentrasi 25%
P2 = PEG 6000 konsentrasi 35%
U1 = Ulangan ke 1
U2 = Ulangan ke 2
U3 = Ulangan ke 3
U4 = Ulangan ke 4

Tabel 2. Kode perlakuan satuan percobaan

Kode

Perlakuan
Perlakuan Inokulasi

Taraf Konsentrasi

PEG6000

V0P0 Tanpa Inokulasi Rhizoctonia 0%

V0P1 Tanpa Inokulasi Rhizoctonia 25%

V0P2 Tanpa Inokulasi Rhizoctonia 35%

V1P0 Diinokulasi Rhizoctonia 0%

V1P1 Diinokulasi Rhizoctonia 25%

V1P2 Diinokulasi Rhizoctonia 35%

Keterangan :
V0 = Inokulasi dengan Rhizoctonia
V1 = Tidak diinokulasi dengan Rhizoctonia
P0 = PEG 6000 konsentrasi 0%
P1 = PEG 6000 konsentrasi 25%
P2 = PEG 6000 konsentrasi 35%
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D. Bagan Alir Penelitian

Penelitian yang dilakukan terdiri atas beberapa tahap, yaitu: 1) Pemberian

Poly Ethylene Glycol (PEG) 6000 dan isolat Rhizoctonia solanii dalam

medium Murashige & Skoog (MS); 2) Penanaman Vanilla.planifolia Andrews

pada medium penelitian secara in vitro; 3.) Penentuan pengaruh inokulasi

R.solanii dan PEG 6000 terhadap planlet V.planifolia; 4) Analisis karakter

ekspresi yang spesifik pada planlet V. planifolia terhadap cekaman kekeringan

yang meliputi visualisasi planlet, persentase jumlah planlet yang hidup,

analisis kandungan klorofil a,b dan total serta karbohidrat terlarut total. Tahap

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

Gambar 2. Bagan alir Penelitian
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banyak untuk stok
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Medium yang baik
tidak mengandung
kontaminan

Penambahan PEG6000
dalam medium MS

inokulasi berjumlah
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subkultur

Inokulasi yang baik
tidak mengandung
kontaminan

Inokulasi spora Rhyzoctonia
dalam medium MS

Karakterisasi planlet:
analisis kandungan prolin
dan klorofil a, klorofil b
dan klorofil total

Munculnya karakter
spesifik planlet
V.planifolia pada analisis
kandungan klorofil dan
karbohidrat total

Meningkatnya
metabolisme klorofil
dan karbohidrat pada
planlet V.planifolia
yang tahan.

Penanaman eksplan
berupa planlet
V.planifolia dalam
medium

Terjadinya
pertumbuhan tunas,
daun dan akar serta
ketahanan kekeringan

Terdapat kandidat
planlet V.planifolia
yang tahan terhadap
kekeringan

LuaranPerlakuan Indikator
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E. Pelaksanaaan Penelitian

Pelaksanaan penelitian meliputi beberapa langkah sebagai berikut.

1. Persiapan medium

Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah Murashige & Skoog

(MS) padat. Pembuatan medium tanam MS sebanyak 1 liter adalah dengan

cara memipet sejumlah larutan stok (Lampiran 1), kemudian dimasukkan

ke dalam labu takar 1 liter. Akuades ditambahkan sampai tanda (1 liter)

dan pH diatur sampai 5,5. Untuk mendapatkan pH 5,5 dilakukan

penambahan KOH 1 N atau HCl 1 N. Larutan tersebut kemudian

dipindahkan ke dalam wadah yang lebih besar kemudian ditambahkan

agar-agar sebanyak 7 g/l, sukrosa 30 g/l, dan PPM 0,5 ml/l. Larutan

medium dipanaskan untuk melarutkan agar-agar (sambil diaduk) sampai

mendidih. Penambahan ZPT dilakukan setelah larutan medium diangkat,

kemudian dituangkan ke dalam botol kultur sebanyak 20 ml/botol.

Sterilisasi medium menggunakan autoklaf dengan tekanan

17,5 psi, 1210C selama 15 menit.

Medium Murashige & Skoog (MS) padat selanjutnya ditambah Poly

Ethylene Glycol (PEG) 6000 dengan konsentrasi 0% (kontrol), 25% , dan

35%. Sebelum digunakan, PEG 6000 dilarutkan dengan akuades pada

konsentrasi tertentu disaring menggunakan syringe filter yang mempunyai

diameter 0,45 μm sebanyak 2 kali, dilanjutkan filter berdiameter 0,22 μm

satu kali.  Penyaringan dilakukan dalam ruang steril didalam LAF Cabinet.

Selanjutnya PEG 6000 ditambahkan ke dalam medium MS. Sebelum
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digunakan, medium diinkubasikan selama 7 hari pada suhu kamar (250C)

untuk memastikan bahwa PEG 6000 telah tersaring dengan baik. Apabila

dalam waktu 7 hari tidak terjadi kontaminasi pada medium, maka medium

dapat digunakan.

2. Inokulasi Rhizoctonia solanii

Inokulasi Rhizoctonia solanii dilakukan secara langsung pada medium

tanam vanili secara in vitro dengan menambah larutan isolat R.solanii

sebanyak 0,1 ml dengan konsentrasi 2,3 x 106 sel/ml yang dimasukkan

pada medium Murashige & Skoog (MS) dan diinkubasikan pada suhu

kamar selama 72 jam.

3. Penanaman Planlet Pada Medium Penelitian

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-persatu,

setelah itu ditanam pada masing-masing botol kultur yang berisi medium

perlakuan yang telah ditentukan seperti pada butir 2) di atas. Masing-

masing konsentrasi dilakukan 4 kali ulangan dan setiap ulangan terdiri dari

2 eksplan vanili dalam setiap botol kultur.
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4. Pengamatan

a. Persentase jumlah planlet yang hidup

Penghitungan persentase jumlah planlet hidup vanili dengan

menggunakan rumus:

= x 100 %

(Nurcahyani, 2014)

b. Visualisasi planlet

Meliputi warna planlet setelah diberikan perlakuan inokulasi Rhyzoctonia

solanii dan Poly Ethylene Glycol (PEG) 6000 dengan klasifikasi sebagai

berikut: hijau, hijau dengan bagian tertentu berwarna cokelat dan cokelat.

c. Analisis kandungan klorofil

Bahan untuk analisis kandungan klorofil menggunakan daun planlet vanili

yang sudah diberikan perlakuan inokulasi Rhyzoctonia dan PEG 6000,

menggunakan metode Harbourne (1987) dengan spektrofotometer. Daun

planlet vanili sebanyak 0,1 g dihilangkan ibu tulang daunnya, digerus

dengan mortar, ditambahkan 10 mL aseton 80%. Larutan disaring dengan

kertas Whatman No. 1 dan dimasukkan ke dalam flakon lalu ditutup rapat.

Larutan sampel dan larutan standar (aseton 80%) di ambil sebanyak 1 mL,

dimasukkan dalam kuvet.  Setelah itu dilakukan pembacaan serapan

dengan spektrofotometer UV pada panjang gelombang (λ) 646 nm dan 663

nm, dengan tiga kali ulangan setiap sampel.
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Kadar klorofil dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut.

Klorofil total = 17,3 λ646 + 7,18 λ663mg/l

Klorofil a = 12,21 λ663 – 2,81 λ646mg/l

Klorofil b = 20,13 λ646 – 5,03 λ663mg/l (Harbourne, 1987).

d. Analisis kandungan karbohidrat terlarut total

Analisis kandungan karbohidrat terlarut total dilakukan dengan metode

fenol-sulfur (Dubois, 1956). Planlet vanili diambil dan ditimbang sebanyak

0,1 gram. Kemudian ditumbuk dengan mortar lalu diberi 10 ml akuades,

disaring dengan kertas saring Whatman no. 1 lalu dimasukkan kedalam

tabung reaksi.

Selanjutnya filtrat diambil sebanyak 1 ml dan ditambahkan 1 ml H2SO4,

kemudian ditambahkan fenol sebanyak 2 ml. Selanjutnya filtrat

dimasukkan kedalam kuvet dan dibaca pada panjang gelombang 490 nm.

Kandungan karbohidrat terlarut total dihitung dengan cara membuat

larutan standar glukosa yang terdiri dari beberapa konsentrasi kemudian

diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 490 nm.

Hasil absorbansi larutan standar dibuat persamaan regresi linier sehingga

diperoleh persamaaan: Y = ax +b.   Nilai absorbansi sampel selanjutnya

dimasukkan sebagai nilai Y sehingga didapatkan nilai x (μ/mol).
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F. Anilisa Data

Data yang diperoleh dari pertumbuhan planlet vanili selama seleksi dengan

PEG 6000 berupa data kualitatif dan data kuantitatif. Data kualitatif disajikan

dalam bentuk deskriptif komparatif dan di dukung foto. Data kuantitatif dari

setiap parameter dianalisis dengan menggunakan Analisis Ragam. Analisis

ragam dilakukan pada taraf nyata 5% dan uji lanjut dengan uji BNT.



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Simpulan yang diperoleh dari hasil penelitian ini meliputi:

1. Pemberian inokulasi Rhizoctonia solanii dan Poly Ethylene Glycol

(PEG 6000) taraf konsentrasi 35% pada planlet vanili

(Vanilla planifolia Andrews) menunjukaan adanya ketahanan planlet

terhadap cekaman kekeringan.

2. Karakter ekspresi yang spesifik pada planlet vanili (Vanilla planifolia)

yang diberikan inokulasi Rhizoctonia solanii dan PEG 6000 yaitu

berupa peningkatan kandungan karbohidrat terlarut total.

B. Saran

Perlu adanya penelitian lanjutan mengenai konsentrasi pemberian

inokulasi isolat Rhizoctonia solanii yang optimum untuk digunakan serta

analisis parameter lain seperti kandungan prolin, indeks stomata dan

infeksi Rhizoctonia solanii pada akar planlet.
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