DETEKSI TANAMAN VANILI (Vanilla planifolia Andrews) RESISTEN
PENYAKIT BUSUK BATANG BERDASARKAN KARAKTER
MORFOLOGIS DAN KANDUNGAN GULA REDUKSI

(Skripsi)

Oleh

AZAHRA PUTRI NAJLA
1917061003

PROGRAM STUDI BIOLOGI TERAPAN
JURUSAN BIOLOGI
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS LAMPUNG
2023



ABSTRAK

DETEKSI TANAMAN VANILI (Vanilla planifolia Andrews) RESISTEN
PENYAKIT BUSUK BATANG BERDASARKAN KARAKTER
MORFOLOGIS DAN KANDUNGAN GULA REDUKSI

Oleh

AZAHRA PUTRI NAJLA

Vanili (Vanilla planifolia Andrews) merupakan jenis tanaman perkebunan yang
mempunyai nilai ekonomis yang cukup tinggi. Vanili rentan akan terkena
serangan patogen, salah satunya yaitu jamur Fusarum oxysporum f. sp. vanillae
(Fov). Jamur Fov mampu menyerang bagian batang sehingga menimbulkan
penyakit busuk pada tanaman. Salah satu cara alternatif yang dapat dilakukan
yaitu penggunaan kultivar unggul yang resisten terhadap infeksi jamur patogen
Fov, melalui seleksi dengan menggunakan asam fusarat. Tujuan penelitian ini
untuk 1). Mengetahui konsentrasi asam fusarat yang toleran untuk seleksi tanaman
vanili dengan pertumbuhan optimum, 2). Menentukan kriteria ketahanan tanaman
vanili tahan Fov dibandingkan kontrol, (3). Mengetahui karakter morfologis dan
kandungan gula reduksi. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) satu factor dengan 5 taraf konsentrasi asam fusarat yaitu O ppm, 115 ppm,
125 ppm, dan 135 ppm. Analisis data menggunakan Analysis of Variance
(ANOVA) dan uji lanjut dengan Uji Beda Nyata Jujur (BNJ) pada taraf 5%. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa, 1). Konsentrasi asam fusarat 115 ppm-125 ppm
bersifat toleran dalam pertumbuhan optimum pada tanaman vanili, 2). Konsentrasi
asam fusarat 125 ppm mampu mengimbas ketahanan yang baik pada tanaman
vanili dengan kriteria ketahanan yaitu tahan dengan intensitas penyakit sebesar
15%, 3). Terdapat perubahan karakter morfologis yaitu visualisasi, jumlah daun,
tinggi tanaman, dan intensitas penyakit serta terjadi peningkatan kandungan gula
reduksi seiring dengan meningkatnya konsentrasi asam fusarat yang diberikan.

Kata kunci: Vanili, Penyakit BBV, Fusarium oxysporum f.sp. vanillae, Asam
Fusarat
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Vanili (Vanilla planifolia Andrews) merupakan salah satu tanaman yang
termasuk ke dalam kategori tanaman perkebunan yang memiliki nilai
ekonomi yang cukup tinggi (Hadipoentyanti et al., 2007). Tanaman vanili
sebagai komoditas ekspor penghasil devisa mempunyai potensi untuk
dikembangkan dan sebagai modal dasar bagi Indonesia untuk memperluas
pasaran ekspor guna meningkatkan pendapatan petani. Peluang pasar
komoditas vanili Indonesia masih terbuka luas akibat bertambahnya jumlah
penduduk dunia dan permintaan vanili yang diperkirakan terus meningkat
(Pusat Data dan Informasi Pertanian, 2009).

Di Indonesia, tanaman vanili banyak dikembangkan oleh masyarakat melalui
perkebunan rakyat. Di tahun 2012, penanaman tanaman vanili mempunyai
luas area mencapai 19.920 ha dengan produksi mencapai 3.066 ton. Menurut
BPS Lampung (2017), pada tahun 2014 Lampung dikenal sebagai provinsi
penghasil vanili terbesar di Pulau Sumatera dengan luas area penanaman

mencapai 479 ha dan produksi kebun mencapai 63 ton.

Dalam budidaya tanaman vanili di Indonesia banyak menghadapi kendala

seperti varietas unggul yang sedikit, teknologi untuk melakukan budidaya



yang belum cukup baik, serta serangan patogen. Pada sistem budidaya
tanaman vanili membutuhkan pohon panjat yang bisa menyebabkan tanaman
vanili rawan terserang penyakit tanaman (Hernandez dan Lubinsky, 2010).
Salah satu jenis kendala patogen yang menyerang tanaman vanili yaitu
penyakit busuk batang vanili (BBV) yang disebabkan oleh Fusarium

oxysporum f.sp. vanillae (Pinaria et al., 2010).

Menurut Nurcahyani et al. (2012) jamur Fov merupakan salah satu jenis
penyakit utama yang mampu menjadi kendala dalam budidaya vanili.
Penyakit busuk batang pada tanaman vanili disebabkan oleh jamur Fov. Pada
penelitian Kadir et al. (2019) ditemukan cendawan Fusarium pada akar,
batang, cabang batang, dan daun vanili yang menyebabkan penurunan

produksi vanili baik berdasarkan jumlah maupun mutunya.

Salah satu cara alternatif yang efesien dalam mengendalikan penyakit tanpa
memberikan dampak negatif bagi lingkungan yaitu dengan menggunakan
varietas unggul. Pada penelitian sebelumnya, penggunaan asam fusarat
sebagai agen penyeleksi in vitro sudah dilakukan dan menghasilkan sel atau

jaringan yang bersifat insensitif terhadap asam fusarat (Nurcahyani, 2012).

Asam fusarat dengan rumus kimia 5-n-butylpicolinic acid merupakan
senyawa toksik yang dihasilkan dari jamur genus Fusarium. Senyawa toksik
ini mampu merusak metabolisme pada tanaman inang sehingga menyebabkan
pasokan air dan garam mineral menjadi berkurang dan permeabilitas dari
membran sel terganggu. Hal tersebut menyebabkan munculnya gejala layu
pada tanaman (Juwanda et al., 2016). Tanaman yang terserang penyakit
Fusarium akan layu, roboh, dan akan mengalami kematian. Hal ini sesuai
dengan pendapat Prakoso et al. (2016) yang menyatakan bahwa tanaman

yang terserang jamur Fusarium akan roboh, kering, dan mati.
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Pada penelitian yang dilakukan oleh Nurcahyani (2018) dengan perlakuan
asam fusarat pada cassava secara in vitro menggunakan konsentrasi 90 ppm,
100 ppm, 110 ppm, dan 120 ppm menunjukkan adanya ketahanan terhadap
Fov ditunjukkan adanya ketebalan dinding lignin. Selain itu, penelitian
menggunakan asam fusarat sebagai komponen seleksi secara in vitro untuk
mendapatkan biakan mutan sudah pernah dilakukan pada tanaman vanili
(Nurcahyani et al., 2012), dan anggrek tanah Sphatoglottis plicata
(Nurcahyani et al., 2016) yang menunjukkan bahwa somaklonal dari hasil
regenerasi yang tahan terhadap asam fusarat juga tahan terhadap patogen

Fusarium.

Berdasarkan latar belakang di atas maka diperlukan penelitian mendalam
tentang pengaruh konsentrasi asam fusarat pada pertumbuhan tanaman vanili
secara in vivo berdasarkan karakter morfologis dan kandungan gula reduksi,

sehingga akan diperoleh varietas unggul vanili resisten busuk batang.

Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah:

1. Mengetahui konsentrasi asam fusarat yang toleran untuk seleksi tanaman
V. planifolia dengan pertumbuhan optimum

2. Menentukan kriteria ketahanan tanaman vanili yang tahan Fov
dibandingkan dengan kontrol

3. Mengetahui karakter morfologis dan kandungan gula reduksi tanaman V.

planifolia yang tahan Fov dibandingkan dengan kontrol



1.3 Kerangka Pikir

Indonesia mempunyai berbagai jenis rempah-rempah yang terkenal di
beberapa negara karena memiliki kualitas aroma dan rasa yang khas. Vanili
merupakan tanaman yang termasuk dalam familia Orchidaceae yang banyak
dibudidayakan oleh masyarakat melalui perkebunan rakyat. Tanaman vanili
termasuk ke dalam jenis rempah yang mempunyai nilai jual yang tinggi
karena kegunaan yang dimiliki beragam, baik sebagai bahan penambah
aroma, penyedap rasa pada makanan ataupun minuman. Indonesia merupakan

negara terbesar kedua setelah Madagascar dalam tingkat produksi vanili.

Dalam hal budidaya tanaman vanili, seringkali ditemukan permasalahan yang
menjadi hambatan, diantaranya tanaman ini tidak tahan pada kondisi
kekeringan di lingkungannya. Selain itu, permasalahan yang sering dihadapi
oleh petani vanili saat ini yaitu penyakit busuk batang vanili (BBV) yang

disebabkan oleh jamur Fusarium oxysporum f.sp vanillae (Fov).

Asam fusarat merupakan senyawa toksin yang dihasilkan oleh jamur
Fusarium. Asam fusarat yang dikeluarkan oleh Fov mampu merusak jaringan
trasnportasi dan menyebabkan kelayuan pada tanaman vanili. Asam fusarat
mampu menginduksi pembentukan senyawa untuk ketahanan tanaman.
Ketahanan tanaman terhadap penyakit didapatkan dengan adanya
pengimbasan ketahanan. Ketahanan terimbas merupakan suatu ketahanan
yang terbentuk setelh tanaman terserang suatu penyakit yang bisa digunakan

sebagai alat untuk pengendali hama.



1.4 Hipotesis

Hipotesis pada penelitian ini adalah:

1.

Seleksi tanaman V. planifolia dengan asam fusarat pada konsentrasi 115
ppm-125 ppm bersifat toleran pada pertumbuhan optimum

Terdapat kriteria ketahanan tanaman V. planifolia setelah diinduksi asam
fusarat yang tahan Fov

Terdapat perubahan morfologis dan peningkatan kandungan gula reduksi

dibandingkan dengan kontrol



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Vanili (Vanilla planifolia Andrews)

Vanili (Vanilla planifolia Andrews) merupakan tanaman yang termasuk ke
dalam Familia Orchidaceae dan salah satu jenis tanaman anggrek dari Genus
Vanilla dan diperkirakan terdiri dari 150 spesies. Klasifikasi tanaman vanili

dalam sistem klasifikasi Cronquist (1981) sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisio : Magnoliophyta

Classis . Liliopsida

Ordo : Aspragales

Familia : Orchidaceae

Genus : Vanilla

Species : Vanilla planifolia Andrews

Di Indonesia, vanili menjadi salah satu tanaman industri pertanian yang
berkontribusi dalam devisa negara karena polong yang dihasilkan mempunyai
nilai ekonomi yang tinggi sehingga dapat menyokong perekonomian petani
vanili. Vanili mempunyai daya tarik yang cukup tinggi pada pasar domestik
baik dalam negeri maupun luar negeri dengan kadar vanillin yang tinggi yaitu
2,75% dibandingkan negara penghasil vanili lainnya seperti Meksiko (1,88%)
dan Tabhiti (1,5-2,2%) (Nurcahyani, 2022).



Pada tahun 2019 nilai ekspor vanili meningkat dibandingkan dengan tahun
sebelumnya dengan volume mencapai 261 ton. Kenaikan ini diakibatkan
banyaknya permintaan yang tinggi dibeberapa negara. Namun demikian,
produktivitas vanili di Indonesia masih tertinggal oleh Madagaskar karena di
tahun 2019 Madagaskar memenuhi kebutuhkan ekspor dengan volume
mencapai 584 ton (WITS, 2020). Pengembangan vanili ini layak dilakukan
karena mempunyai nilai ekonomis yang tinggi, dimana harga vanili kering
mencapai Rp 3-5 juta/kg. Dalam pengembangan pasar ini sering dialami
dengan kurangnya produktivitas akibat kendala yakni terbatasnya bibit vanili
yang berkualtas. Hal ini dikarenakan lingkungan yang kurang memadai dan
adanya serangan dini akibat hama penyakit pada tahap pembibitan
(Distanpangan Bali, 2021).

2.2 Morfologi Vanili

Tanaman vanili termasuk monokotil, mempunyai akar berserabut (bercabang)
dan mendatar pada lapisan di atas tanah. Mempunyai batang monopodial
berbuku-buku, dan mudah patah dengan bentuk silindris. Percabangan hampir
tidak ada dan jika ada hanya 1-2 cabang saja. Mempunyai batang dengan
diameter 1-2 cm dan berwarna hijau, serta batangnya tidak dapat tegak sendiri
sehingga membutuhkan tonggak atau pohon sebagai tempat untuk melekat.
Tanaman vanili dapat tumbuh dengan baik pada dataran rendah dengan suhu
udara berkisar 21°C-32°C (Darmawan & Baharsjah, 2010).

Vanili mempunyai bunga yang disebut bunga tandan karena terdiri atas 15-20
bunga. Bunga pada vanili akan muncul pada bagian ketiak daun dengan

warna kuning kehijauan. Bunga vanili mempunyai tangkai daun yang pendek,
dan bunga vanili tidak mampu melakukan penyerbukan sendiri karena kepala



putik yang tertutup oleh rostellum sehingga harus dibantu dalam proses
penyerbukannya (Nurcahyani, 2022).

Berikut merupakan morfologi tanaman vanili, disajikan pada Gambar 1.

e VRS
R
N

>
Gambar 1. Morfologi tanaman vanili (Ramadhan dkk., 2019)

Keterangan:

A = V. planifolia Andrews berbeunga setelah berumur 2 tahun
B = Batang dan daun V. planifolia Andrews

C = Akar V. planifolia Andrews menempel pada tajar

Buah vanili berbentuk polong dengan tangkai yang pendek memiliki diameter
5-15 cm dengan panjang 1 —25 cm. Mempunyai permukaan buah yang licin,
pada buah yang kering akan beraroma karena kandungan vanillin didalamnya.
Bunga vanili memiliki putik yang berisi cairan perekat, sehingga bila tepung
sari diletakkan akan segera menempel dan terjadi pembuahan. Buah vanili
jika dibiarkan masak dipohon maka buah akan pecah menjadi dua bagian dan

menghasilkan aroma vanili (Nurcahyani, 2022).



Tanaman vanili sangat peka terhadap sinar matahari secara langsung sehingga
tanaman ini memerlukan pohon naungan. Pohon naungan yang digunakan
yaitu pohon yang memiliki pertumbuhan cepat dan rimbun, memiliki
perakaran yang dalam sehingga tidak bersaing dengan vanili serta daun dari
pohon tersebut tidak gugur apabila sedang musim kemarau. Cahaya yang
dibutuhkan untuk pertumbuhan tanaman vanili yaitu 30%-50%. Apabila
cahaya terlalu tinggi maka dapat menyebabkan tanaman menjadi lemah dan
berwarna kuning, sedangkan apabila cahaya terlalu rendah maka dapat
menyebabkan tanaman mudah terserang patogen (Kusumawardana, 2008).

2.3 Medium Tanam

Medium tanam yang baik untuk pertumbuhan tanaman diantaranya adalah
memiliki kemampuan menahan air yang baik, struktur gembur, aerasi dan
drainase yang baik (Bariyyah et al., 2015). Bahan campuran medium berupa
kompos, sekam padi, pasir, dan cocopeat sudah banyak digunakan untuk
mengatasi masalah aerasi dan draenase medium. Medium campuran arang
sekam dan serbuk sabut kelapa memiliki sifat yang baik karena dapat
mendorong pertumbuhan akar dan batang serta dapat menyerap nutrisi dan air
dengan baik (Ashari, 2006). Penggunaan bahan campuran medium tersebut
telah banyak dilakukan pada penanaman beberapa jenis tanaman, diantaranya
adalah pada tanaman mentimun dalam polibag (Wulandari et al., 2014),
tanaman cabai (Kusumawati et al., 2016), dan tanaman melon (Bariyyah et
al., 2015).
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2.4 Jamur Fusarium oxysporum

Menurut Hibbet et al. (2007) klasifikasi jamur Fusarium oxysporum

penyebab penyakit layu pada tanaman sebagai berikut.

Kingdom : Fungi

Divisio : Mycota

Classis  : Hypomycetes
Ordo : Hypales

Familia : Tuberculariaceae
Genus  : Fusarium

Species : Fusarium oxysporum f.sp. vanillae

Fusarium oxysporum f.sp. vanillae merupakan salah satu jenis jamur patogen
yang ada di dalam tanah yang menyerang pada bagain akar dan umbi
sehingga menimbulkan penyakit busuk (layu) pada tumbuhan. Jamur ini
sangat cepat menyebar karena aktivitasnya di dalam akar melalui medium
tanah. Ciri-ciri dari jamur ini yaitu membentuk mikronidia bersel 1
(Juniawan, 2015). Faktor yang dapat mempengaruhi penyebaran penyakit
layu Fusarium antara lain temperatur, kelembapan tanah yang rendah, nutrisi
dan pH yang rendah (Okungbowa dan Shittu, 2016).

Jamur Fov mempunyai koloni berwarna putih disertai warna ungu hingga
merah muda pada setiap koloninya, selain itu, koloni ini akan menghasilkan
warna yang berbeda pada isolat dengan medium tumbuh yang sama. Hal ini
dikarenakan jamur Fov dapat melakukan mutasi dengan cepat sehingga warna
koloni tidak dapat dijadikan sebagai parameter identifikasi (Sutejo et al.,
2008).
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Menurut Putri et al. (2014) penularan akibat jamur patogen tergantung pada
kondisi tanah dan jarak antar tanaman. Jamur Fov dapat menular melalui
tanah dan rimpang dari tanaman yang sakit ke tanaman lainnya sehingganya,
apabila ditemukan tanaman yang terinfeksi jamur Fusarium maka tanaman
tersebut harus dicabut hingga akarnya dan diberikan pengobatan anti jamur
pada tanaman yang sehat guna mencegah adanya penyebaran penyakit layu

akibat jamur Fov.

Koloni Fusarium oxysporum disajikan pada Gambar 2.

Gambar 2. Koloni F. oxysporum (A) umur 7 hari, (B) umur 4 minggu dalam
medium PDA (Nurcahyani et al., 2012)

Layu Fusarium sering terjadi pada pertengahan musim panas ketika
temperatur udara dan tanah tinggi. Penyakit tanaman ini ditandai gejala
perubahan warna daun yang paling tua menjadi kekuningan (daun yang lebih
dekat dengan tanah). Daun yang terinfeksi layu akan mengering, namun tetap
menempel pada tanaman. Kelayuan akan menyebar ke bagian daun yang
lebih muda dan tanaman akan segera mati. Batang tanaman akan tetap keras
dan hijau pada bagian luar, namun pada jaringan vaskular tanaman menjadi

diskolorisasi, berupa luka berwarna cokelat (Yuniarti, 2010).
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2.5 Asam Fusarat

Fusarium oxysporum menghasilkan senyawa toksin yang disebut sebagai
asam fusarat (5-n-butylpicolinic acid). Senyawa toksin tersebut merusak
metabolisme pada tanaman inang sehingga menyebabkan pasokan air dan
garam-garam mineral menjadi berkurang dan membuat permeabilitas dari
membran sel terganggu. Hal tersebut yang menyebabkan munculnya gejala
layu pada tanaman (Juwanda et al., 2016).

Asam fusarat dikeluarkan F. oxysporum ketika akan merusak jaringan
pengangkut sehingga menyebabkan kelayuan. Senyawa ni merupakan
senyawa beracun yang dapat mengimbas ketahanan tanaman terhadap
penyakit busuk batang yang disebabkan oleh Fov. Senyawa dibentuk oleh
tanaman sebagai bentuk respon terhadap infeksi dan menghambat
pertumbuhan jamur dan bakteri antara lain fitoaleksin, lignin, asam salisilat,
asam jasmonat dan hydrogen peroksida (Sumardiyono et al., 2015; Swarupa
etal., 2014).

Beberapa penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa penambahan

asam fusarat sebagai agen seleksi dalam seleksi in vitro menghasilkan
tanaman yang resisten terhadap Fusarium oxysporum yaitu pada planlet abaka
(Sukmadjaja et al., 2003), melon (Sujatmiko dkk.., 2012), vanili (Nurcahyani
et al., 2012), pisang ambon kuning (Sukmadjaja et al., 2013), Spathoglottis
plicata (Nurcahyani et al., 2016), Dendrobium sonia (Dehgahi et al., 2017),
anggrek Phalaenopsis amabilis (Nurcahyani et al., 2021), dan Manihot

esculent (Nurcahyani et al., 2021).
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2.6 Ketahanan Terimbas

Ketahanan terimbas merupakan proses pengaktifan ketahanan alami yang
dimiliki oleh tanaman seperti memproduksi fitoaleksin dan penebalan sel
lignin, peningkatkan aktivitas enzim peroksidase dan kandungan klorofil
sebagai pertahanan tanaman terhadap infeksi patogen. Reaksi biokimia yang
terjadi di dalam sel atau jaringan mampu menghasilkan senyawa toksin
terhadap patogen atau menciptakan kondisi yang menghambat pertumbuhan
patogen di dalam tanaman. Ketahanan terimbas terhadap patogen dapat
ditunjukkan dengan ketahanan suatu tanaman terhadap infeksi patogen
dengan cara mampu membatasi aktivitas patogen, sehingga patogen tidak
dapat berkembang dan tidak menyebabkan kerusakan yang tidak berarti
(Agrios, 2005).

Tahap-tahap proses ketahanan terimbas adalah:

1. Pengenalan gen untuk gen. Pengenalan gen untuk gen merupakan upaya
pengenalan molekul-molekul tumbuhan. Pengenalan molekul dari patogen
oleh protein gen resistan memicu jalur tranduksi sinyal yang menyebabkan
aktivasi respons-respons pertahanan yang mencakup respons hipersensitif.

2. Respons hipersensitif. Respons hipersensitif merupakan respons
pertahanan yang menyebabkan kematian sel dan jaringan didekat infeksi
patogen untuk membatasi penyebaran patogen. Respons hipersensitif juga
menginduksi produksi PR protein (Pathogenesis-related proteins), salah
satunya adalah enzim peroksidase yang berperan penting dalam proses
lignifikasi dan sebagian besar merupakan enzim yang menghidrolisis
komponen dinding sel patogen.

3. Resistensi sistemik yang diperoleh. Sebelum sel-sel yang terisolasi (sel

yang terinfeksi) mati, sel-sel tersebut mengirim sinyal berupa asam metil
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salisilat ke seluruh tubuh tumbuhan, kenudian asam metil salisilat diubah
menjadi asam salisilat dibagian yang jauh dari bagian yang terinfeksi, pada
proses ini resistensi sistemik yang diperoleh teraktivasi. Asam salisilat
dalam hal ini berperan menginfeksi jalur tranduksi sinyal untuk
menginduksi produksi PR protein dan resistensi terhadap serangan patogen
(Campbell & Jane, 2008).

2.7 Gula reduksi

Gula reduksi adalah gula yang mempunyai kemampuan untuk mereduksi,
yang disebabkan oleh adanya gugus aldehida atau keton bebas dalam molekul
karbohidrat. Sifat ini tampak pada reaksi reduksi ion-ion logam misalnya ion
Cu (I1) yang terdapat pada pereaksi-pereaksi tertentu. Contoh gula yang
termasuk gula reduksi adalah glukosa, fruktosa, laktosa, maltosa, dan lain-lain
(Poedjadi, 2006).

Analisis yang dapat digunakan untuk menentukan kandungan gula reduksi
yaitu analisis Nelson-Somogyi. Analisis ini memanfaatkan penambahan
reagen Nelson yang bertujuan untuk mereduksi kupri oksida (CuO) menjadi
kupro oksida (Cu20). Dalam proses ini, sampel akan bereaksi dengan reagen
arsenomolybdat, sehingga terbentuk warna biru kehijauan yang nantinya akan
diukur nilai absorbansinya dengan spektrofotometer (Anggraini &
Damayanti, 2019). Kepadatan warna biru yang terbentuk menentukan jumlah

gula reduksi dalam sampel.
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I1l.  METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2022 sampai Desember
2022 di Ruang Kultur In Vitro, Laboratorium Botani, dan Rumah Kasa
Laboratorium Botani, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Iimu

Pengetahuan Alam, Unversitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah autoclave, Laminar Air
Flow Cabinet (LAF) merek ESCO, Spektrofotometer UV-Vis merek
Shimadzu, botol kultur berukuran 250 mL, cawan petri berdiameter 10 cm,
alumunium foil, kertas saring, pipet tetes, tabung reaksi, rak tabung reaksi,
hot plate, timbangan analitik Ohaus, tissue, vortex, cover glass, obyek glass,
mikroskop, kertas label, erlenmayer 300 ml, labu ukur 100 I, gelas ukur 10 ml
dan 100 ml, jarum ose, haemositometer, kain kasa, kapas, batang pengaduk,

bunsen, corong, lateks, dan kamera handphone.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah vanili (Vanilla
planifolia Andrews) berumur 4 bulan yang diperoleh dari Petani Vanili di Air

Bakoman, Tanggamus, Lampung., tanah, akuades, asam fusarat, alkohol
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70%, kentang 100 gr, dextrose 10 gr, 7.5 gr agar batang, larutan glukosa,

reagen Nelson, Regensia arsenomolybdat.

Rancangan Percobaan

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan satu
faktor, yaitu penambahan asam fusarat yang dibagi 4 taraf yaitu 0 ppm, 115
ppm, 125 ppm, 135 ppm. Masing-masing dari konsentrasi tersebut dilakukan
pengulangan sebanyak 5 kali, dan pada setiap ulangan terdiri dari 1 tanaman
vanili dalam setiap polibag. Parameter yang diuji yaitu karakter morfologis
dan kandungan gula reduksi. Percobaan notasi perlakuan dan ulangan

disajikan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Notasi perlakuan dan ulangan

Ulangan Konsentrasi asam fusarat (ppm)
0 115 125 135
1 KiU: K,oU; KsU; KU1
2 KiU, KU, KsU, KsU-
3 KiUs K,oUs KsUs KsUs
4 K1U4 KoU4 KsU,4 KU,
5 K1Us K,Us KsUs KsUs

Keterangan:

K; = Konsentrasi 0 ppm (kontrol)
K> = Konsentrasi 115 ppm

K3 = Konsentrasi 125 ppm

K4 = Konsentrasi 135 ppm

U;-Us = Ulangan 1 — ulangan 5
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Berikut tata letak satuan percobaan setelah pengacakan disajikan pada Tabel

2.

Tabel 2. Tata letak percobaan setelah pengacakan

Ulangan Konsentrasi asam fusarat (ppm)
0 115 125 135
1 KsU1 KiUs KsU4 KsU»
2 K.U5 KoU4 KiU3 K,oU4
3 KsU3 KiUs KU, KaUs
4 KsUy KiU> KiU; KsU>
5 KsU4 KUy KsU3 KsUs
Keterangan:

K1 = Konsentrasi 0 ppm (kontrol)

Kz = Konsentrasi 115 ppm
K3 = Konsentrasi 125 ppm
K4 = Konsentrasi 135 ppm
U;-Us = Ulangan 1 — ulangan 5

Bagan Alir Penelitian

Penelitian ini terdiri dari beberapa tahapan, yaitu 1). V. planifolia yang

berumur 4 bulan direndam bagian akarnya dengan asam fusarat pada 4 taraf

konsentrasi; 2). Pemindahan V. planifolia yang sudah direndam dengan asam

fusarat ke polibag baru; 3). Inokulasi jamur Fov f.sp vanillae ke dalam V.

planifolia hasil seleksi dengan asam fusarat sehingga mendapatkan kandidat

tanaman vanili yang tahan terhadap Fov f.sp vanillae; 4). Uji ketahanan V.

planifolia terhadap Fov f.sp vanillae dengan mengetahui persentase penyakit

untuk memperoleh V. planifolia yang tahan terhadap Fov f.sp vanillae hasil

induksi dengan asam fusarat; 5). Karakterisasi V. planifolia meliputi jumlah

tanaman yang hidup, visualisasi, jumlah daun, tinggi tanaman dan kandungan

gula reduksi.
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Tahap penelitian disajikan dalam bentuk bagan alir seperti yang disajikan

pada Gambar 3.

Perlakuan
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3.5 Pelaksanaan Penelitian

Pelaksaan penelitian meliputi beberapa langkah sebagai berikut:

3.5.1 Persiapan Asam Fusarat

Asam fusarat dengan konsentrasi O ppm sebagai kontrol, 115 ppm,
125 ppm, dan 135 ppm. Pembuatan larutan stok asam fusarat
dilakukan dengan cara melarutkan kristal asam fusarat sebanyak 0,1 gr
dengan aquades, kemudian dilarutkan dengan 100 mL aquades
menggunakan labu ukur 100 mL hingga menghasilkan larutan stok
sebanyak 1000 ppm. Setelah itu, larutan stok akan diencerkan pada
berbagai konsentrasi yaitu 0 ppm, 115 ppm, 125 ppm, dan 135 ppm.
Selanjutnya, asam fusarat dimasukkan ke dalam botol kultur dan

disimpan dalam kulkas selama 1 hari.

3.5.2 Perendaman V. planifolia dalam Asam Fusarat

Asam fusarat yang sudah dibuat dengan konsentrasi yang ditentukan
selanjutnya akan digunakan untuk perendaman akar tanaman vanili.
Lamanya waktu yang digunakan oleh tanaman vanili yang direndam
dalam asam fusarat yaitu sekitar 1 jam (Endang Nurcahyani,

komunikasi pribadi).
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3.5.3 Penanaman V. planifolia dalam Polibag

Medium yang digunakan dalam penelitian ini yaitu medium tanah
yang dicampurkan dengan sekam dan diberi pupuk. Dalam pembuatan
medium tanam ini, sebanyak 1 karung tanah sebanyak 20 kg yang
sudah berisi sekam akan ditambahkan dengan campuran pupuk
organik. Selanjutnya, medium tanam masing-masing dicampurkan
dengan perbandingan 1:1, kemudian media yang sudah siap
dimasukkan ke dalam polybag sebanyak 25 buah yang sudah diberi

label sesuai konsentrasi dan pengulangan.

3.5.4 Pengamatan

Pengamatan dilakukan selama 2 minggu setelah penanaman untuk
mengetahui konsentrasi asam fusarat yang toleran untuk seleksi

tanaman vanili dengan parameter sebagai berikut.

1. Persentase Jumlah Tanaman Hidup

Rumus yang digunakan untuk menghitung jumlah tanaman

vanili yang hidup yaitu:

Jumlah Tanaman Hidup_ 405 (Nurcahyani et al., 2014).

Jumlah Seluruh Tanaman
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2. Visualisasi V. planifolia

Visualisasi tanaman diamati dengan warna tunas yang
terbentuk dengan klasifikasi sebagai berikut: hijau, hijau
dengan bagian tertentu berwarna cokelat, dan cokelat. Data
visualisasi tanaman disajikan dalam bentuk persentase, yang

dihitung dengan rumus sebagai berikut.

Jumlah tanaman berwarna hijau/hijau cokelat/cokelat

x 100%

Jumlah seluruh tanaman

(Nurcahyani et al., 2014).

3. Jumlah Daun

Jumlah daun yang tumbuh dihitung pada setiap tanaman
setelah mendapatkan perlakuan asam fusarat dalam berbagai
konsentrasi, lalu data jumlah daun ditulis dalam bentuk tabel.

4. Tinggi Tanaman

Tinggi tanaman diukur dengan menggunakan penggaris

dimulai dari permukaan tanah sampai pucuk daun.
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3.5.5 Analisis Kriteria Ketahanan V. planifolia terhadap Fov f.sp.
vanillae

Analisis ketahanan tanaman vanili dilakukan dengan menggunakan
metode Nurcahyani (2012) yang dimodifikasi, diawali dengan
melakukan inokulasi jamur Fusarium secara langsung ke batang
tanaman vanili yang sudah diseleksi dengan asam fusarat. Jamur
Fusarium yang sudah dibiakan sebelumnya lalu diambil menggunakan
jarum ose. Spora akan dilarutkan dengan akuades dalam tabung
reaksi. Pengenceran larutan dilakukan untuk mendapatkan suspense

dengan kerapatan spora 10 per ml (Herlinda dkk., 2006)

Inokulasi Fov dilakukan pada batang V. planifolia menggunakan
suntikan, kemudian spora akan disuntikan pada bagian batang V.
planifolia sebanyak 1 mL, setelah itu diinkubasi selama 24 jam.
Pengamatan dilakukan setiap 3 hari sekali setelah inokulasi selama 14
hari, dengan mengamati daun yang menunjukkan gejala layu dengan
indeks kelayuan menurut He et al. (2002). Parameter indeks kelayuan

disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3.Parameter indeks kelayuan

Skor Keterangan

0 Tidak ada gejala kuning (layu atau tanaman sehat)
1 1-2 daun kuning (layu)

2 3 daun kuning (layu)

3 4 daun kuning (layu)

4 Lebih dari 4 daun kuning (layu) atau tanaman mati
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Intensitas penyakit dihitung berdasarkan jumlah daun yang
menunjukkan gejala daun kuning (layu) dengan indeks kelayuan
menurut He et al. (2002),

Intensitas Penyakit (IP) dihitung dengan rumus:

Ip = 20XV 100%
Nxz

Keterangan:

IP = Intensitas penyakit

n = Jumlah tanaman pada skor v
v = Nilai skor tertentu

N =Jumlah tanaman yang diuji
z = Nilai skor tertinggi

Tingkat ketahanan tanaman ditentukan berdasarkan skoring dengan
mengacu ketentuan Wibowo (2002), seperti ditunjukkan pada Tabel
4,

Tabel 4. Tingkat ketahanan penyakit

IP (%) Kriteria Ketahanan
<25 Tahan
25<IP <50 Moderat
> 50 atau mati Rentan

Keterangan: IP = Intensitas Penyakit

3.5.6 Analisis Kandungan Gula Reduksi

Bahan untuk analisis kandungan gula reduksi menggunakan tanaman
vanili yang sudah diberi asam fusarat dan tanpa perlakuan (kontrol).

Analisis kandungan gula reduksi menggunakan metode Somogyi-
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Nelson (Al-kayyis dan Susanti, 2016) dengan langkah-langkah

sebagai berikut.

1. Pembuatan Kurva Kalibrasi Gula Reduksi

Pembuatan larutan glukosa standar (12 mg glukosa/120mL),
dilakukan 6 pengenceran larutan gluksa dengan konsentrasi 2,
4,6, 8, 10, dan 12 mg/120 mL yang masing-masing
konsentrasi dimasukkan ke dalam masing-masing tabung
reaksi dan 1 tabung berisi akuades sebagai blanko. Lalu
tambahkan 1 mL regensia nelson (reagen nelson a 25 bagian
dan reagen nelson b 1 bagian) ke dalam masing-masing
tabung. Larutan yang telah ditambahkan regensia nelson
kemudian dipanaskan pada penangas air mendidih selama 20
menit. Larutan tersebut kemudian didinginkan di dalam gelas
piala yang berisi air dingin sampai suhu tabung 25°C, lalu
ditambahkan 1 mL regensia arsenomolybdat, homogenkan
sampai semua endapan larut kembali. Setelah homogen,
sampel ditambahkan 7 mL akuades dan dihomogenkan
kembali. Larutan diukur dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 695 nm, kemudian dibuat kurva kalibrasi

hubungan antara konsentrasi glukosa dengan absorbansi.

2. Penentuan kandungan gula reduksi

Ekstrak daun vanili segar (larutan ekstrak harus jernih)
masing-masing konsentrasi diambil 1 mL, dimasukkan ke

dalam masing-masing tabung reaksi dan ditambahkan 1 mL
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regensia nelson ke dalam masing-masing tabung, larutan yang
telah ditambahkan regensia nelson kemudian di panaskan pada
penangas air mendidih selama 20 menit. Larutan tersebut
kemudian didinginkan di dalam gelas piala yang berisi air
dingin sampai suhu tabung 25°C, lalu ditambahkan 1 mL
regensia arsenomolybdat, homogenkan hingga endapan larut.
Setelah homogen, ditambahkan 7 ml akuades dan kocok
hingga homogen. Larutan diukur dengan spektrofotometer
pada panjang gelombang 695 nm, kemudian dibuat kurva
kalibrasi hubungan antara konsentrasi glukosa dengan

absorbansi.

Menurut Pujiati dan Novi (2016), kandungan gula reduksi

dihitung menggunakan rumus:

Kandungan gula reduksi (%) = % x 100%

Keterangan:

X = Konsentrasi (ppm)

Fp = Faktor Pengenceran
BS = Berat Sampel (mg)

Analisis Data

Data berupa data kualitataif dan kuantitatif. Data kualitatif
disajikan dalam bentuk deskriptif komparatif yang didukung
oleh foto. Data kuantitatif ditabulasi dengan faktor konsentrasi
yang berbeda. Analisis data dalam penelitian ini menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL), data kuantitaif dari setiap

parameter dianalisis dengan menggunakan Analisis Ragam
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(Analysis of Varaiance) atau Anova pada taraf nyata 5% dan
uji lanjut dengan uji BNJ (Beda Nyata Jujur) pada taraf nyata
5%.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini yaitu:

1. Konsentrasi asam fusarat115 ppm-125 ppm bersifat toleran dalam
pertumbuhan optimum pada V. planifolia hasil pengimbasan asam
fusarat.

2. Konsentrasi asam fusarat 125 ppm mampu mengimbas ketahanan yang
baik pada tanaman V. planifolia dengan kriteria ketahanan yaitu tahan
dengan intensitas penyakit sebesar 15%.

3. Terdapat perubahan karakter morfologis pada tanaman V. planifolia yaitu
visualisasi, jumlah daun, tinggi tanaman, dan intensitas penyakit serta
terjadi peningkatan kandungan gula reduksi seiring dengan meningkatnya

konsentrasi asam fusarat.

Saran

Perlu adanya penelitian lanjut tentang karakterisasi V. planifolia tahan Fov
yang lain seperti: kandungan klorofil, kandungan karbohidrat, kandungan

fenol, kandungan lignin (lignifikasi), serta analisis molekular
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