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Menurut Tahardi (1998) kinetin dan GA3 diperlukan untuk membantu ekspresi dan
perkembangan embrioid pada kultur antera H. brasiliensis.

Pada Tabel 1. menunjukkan bahwa perlakuan cekaman suhu 33 °C merupakan
perlakuan terbaik dalam memacu perkembangan embrioid pada kalus embriogenik eksplan
antera H. brasiliensis, yaitu dengan frekuensi 66,7 %, walaupun tidak berbeda nyata
dengan perlakuan cekaman suhu 30 °C. Pada tahap ini, penampakan kalus tetap berwarna
kekuningan tetapi dibagian perifer kalus menjadi friabel. Bagian perifer kalus yang friabel
tersebut merupakan daerah asal dari perkembangan embrioid. Embrioid yang terbentuk
berupa stadium globuler dan jantung. Penampakan embrioid tersebut adalah multiseluler
dengan sitoplasma yang pekat. Karakteristik embrioid ini sesuai dengan pendapat
Raghavan (1997) yang menyatakan bahwa embrio somatik terdiri atas sel-sel yang
berukuran lebih kecil dari sel-sel kalus lainnya, sitoplasma pekat, terdapat banyak organel,
inti sel besar, dan densitas ribosom tinggi.

Aktivitas peroksidase hasil penelitian menunjukkan bahwa peningkatan cekaman
suhu panas sampai pada suhu 33 °C menghasilkan peningkatan aktivitas enzim peroksidase
Aktivitas peroksidase tertinggi adalah 8,01 U/mg protein/menit yaitu pada cekaman suhu
33 °C. Hal ini menunjukkan bahwa suhu 33 °C merupakan suhu optimum dalam
meningkatkan aktivitas peroksidase. Hal ini disebabkan karena cekaman suhu panas akan
meningkatkan radikal bebas peroksida di dalam sel, sedangkan enzim peroksidase berperan
mereduksi hidrogen peroksida menjadi air. Selain itu, enzim peroksidase berperan pula
dalam metabolisme fitohormon dan diferensiasi sel. Keseimbangan fitohormon di dalam
sel dapat mempengaruhi ekspresi dan perkembangan embriosomatik (embrioid), hal ini
dapat ditunjukkan pada Tabel 1. bahwa pada perlakuan suhu 33 °C diperoleh hasil tertinggi
untuk persentase kalus embriogenik yang membentuk embrioid. Pada cekaman suhu
36 °C, aktivitas peroksidase tampak lebih rendah, hal ini disebabkan karena peningkatan
suhu yang melampaui batas optimum akan merusak struktur enzim yang diikuti penurunan
aktivitas enzim dan laju reaksi.

Hasil analisis variansi kadar profein total dihasilkan perbedaan yang tidak nyata
antar perlakuan cekaman suhu panas tersebut. Walau demikian, rerata kadar protein total
pada perlakuan suhu 33°C lebih tinggi dibandingkan perlakuan lainnya. Hal ini
menunjukkan adanya sintesis protein yang cukup tinggi pada kalus sebagai respon dari
pengaruh cekaman suhu panas tersebut. Mgr)ﬁ‘rut Raghavan (1997) pada kalus embriogenik

terjadi sintesis protein yang lebih tinggi _a-ibandingkan kalus non embriogenik. Pada kalus
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embriogenik tersebut terjadi pemrograman ekspresi gen yang mengkode embriogenesis
somatik menjadi aktif. Beberapa gen yang diekspresikan selama embriogenesis somatik
mempunyai karakteristik sebagai proteif LEAJ‘(Late Embryogenesis Abudant). Selanjutnya
Franz et al. (1989) dalam Raghavan (199-7)' menambahkan bahwa selama perkembangan

embrio somatik terjadi sintesis protein LEA yang tinggi pada stadium hati.

KESIMPULAN

Hasil penelitian tentang variasi cekaman suhu panas terhadap aktivitas
peroksidase dan kadar protein pada kultur antera H. brasiliensis dapat diambil kesimpulan
sebagai berikut :

1.  Cekaman suhu panas mempengaruhi aktivitas enzim peroksidase, pembentukan
kalus embriogenik, dan perkembangan embrioid.

2. Cekaman suhu 33 °C memberikan hasil terbaik dalam memacu pembentukan
kalus embriogenik, perkembangan embrioid, aktivitas enzim peroksudase, dan
kadar protein total.

3. Perubahan aktivitas enzim peroksidase berpotensi untuk digunakan sebagai

marka embriogenesis pada kultur antera H. brasiliensis.
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VARIASI CEKAMAN SUHU PANAS TERHADAP AKTIVITAS
PEROKSIDASE DAN KADAR PROTEIN PADA KULTUR ANTERA
KARET ( Hevea brasiliensis Muell. Arg.)

Singgih Tri Wardana dan Juswardi
Jurusan Biologi FMIPA Universitas Sriwijaya

ABSTRACT

The effect of heat stress on peroxidase activity and protein content in anthers culture of Hevea
brasiliensis was tested. Anthers were isolated at different temperatures, including ; 25°C (control), 30 °C,
339C, and 36 °C. 4 heat stress of isolated anther at 33 °C for 4 days was best for embryogenic callus
induction and embryoid development. Peroxidase activiy and protein content could be used for biochemistry
indicator of anther embryogenesis. The embryogenic callus tended compact, nodular, and yellowish.
Globular and heart shape stage of embryoid emerged from peripheral callus.

Key words : Hevea brasiliensis, anther culture, heat stress, embryogenic callus, embryoid, peroxidase
activity, protein content.

PENDAHULUAN

Karet (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) merupakan tumbuhan penghasil getah
yang bernilai ekonomi tinggi. Perbanyakan tanaman karet selama ini dilakukan secara
konvensional, yaitu dengan cara okulasi, dimana mata tunas dienten (grafied) pada batang
bawah yang berasal dari semai. Metode perbanyakan klonal dengan cara ini menimbulkan
masalah keragaman klon yang mengakibatkan penurunan ; vigor tanaman, produksi, dan
kualitas getah (Tahardi, 1998).

Walaupun sampai saat ini perbanyakan tanaman karet secara konvensional ini
masih dapat memenuhi kebutuhan bibit tanaman baru, tetapi untuk mengatasi kelemahan
dari metode perbanyakan tersebut diperlukan suatu teknologi perbanyakan tanaman yang
efektif dalam menghasilkan kualitas dan jumlah bibit tanaman baru. Salah satu alternatif
metode perbanyakan tanaman yang dapat digunakan adalah dengan teknik kultur in vitro,
yaitu melalui kultur anther. Dengan teknik ini dapat dihasilkan tanaman baru dengan sifat
ploidi sesuai yang diinginkan. Faktor yang mempengaruhi keberhasilan kultur anther
antara lain adalah faktor genotip; tahap perkembangan mikrospora; komposisi medium,
yang meliputi zat pengatur tumbuh, asam amino, karbohidrat; dan faktor cekaman suhu
(Raghavan, 1997).

Salah satu faktor yang mempengaruhi embriogenesis mikrospora secara in vitro

yang sering dilaporkan belakangan ini adalah cekaman suhu. Pengaruh perlakuan cekaman
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suhu dingin antara lain dilaporkan pada tanaman jagung (Gaillard ez al., 1991) dan gandum
(Gustafson et al., 1995), sedang perlakuan cekaman suhu panas telah dilaporkan pada
tanaman tembakau (Touraev et al., 1996a), tanaman gandum (Indrianto et al., 1999;
Touraev et al., 1996b).

Sampai saat ini belum diketahui secara pasti mekanisme dasar embriogenesis
mikrospora sebagai akibat dari faktor cekaman suhu atau faktor lainnya. Walaupun
demikian, Raghavan (1997) melaporkan bahwa banyak penelitian yang dilakukan
menggunakan penanda biokimia untuk deteksi awal perubahan dasar pada embriogenesis
mikrospora. Hasil penelitian Sangwan dan Camefort (1978, dalam Raghavan, 1997)
menunjukkan bahwa perlakuan cekaman suhu pada kultur anther Datura metel dan
Nicotiana tabacum menyebabkan akumulasi asam amino prolin, y-asam aminobutirat, dan
asam glutamat pada mikrospora embriogenik. Capkova dan Tupy (1996, dalam Raghavan,
1997) melaporkan bahwa pada mikrospora embriogenik Nicotiana tabacum terjadi sintesis
fosfoprotein membran dan glikoprotein yang lebih tinggi dibanding pada mikrospora
nonembriogenik. Garrido e a/ (1991) menambahkan bahwa terjadi peningkatan sintesis
asam amino arginin dan poliamin pada mikrospora embriogenik dibanding mikrospora
nonembriogenik pada kultur anther N. tabacum.

Selanjutnya, Raghavan (1997) menyatakan bahwa perubahan aktivitas enzim atau
isozim berpotensi untuk digunakan sebagai marka transformasi embriogenik pada
mikrospora. Zhu e al., (1990) melaporkan bahwa aktivitas isozim peroksidase berkorelasi
kuat terhadap diferensiasi kalus mikrospora Hordeum vulgare. Pedersen dan Andersen
(1993, dalam Raghavan, 1997) menambahkan bahwa pada kultur anther Hordeum vulgare,
tahap tertentu dari dediferensiasi mikrospora ditandai dengan adanya aktivitas isozim yang
spesifik, yaitu esterase, NADH dehidrogenase, asam fosfatase, dan peroksidase. Scalett
et al. (1995 dalam Juswardi, 1996) menyatakan bahwa aktivitas enzim peroksidase
berperan utama dalam oksidatif cekaman, termasuk cekaman suhu.

Penclitian tentang kultur anther H. brasiliensis sudah banyak dilaporkan.
Penelitian tersebut terutama mengkaji pengaruh zat pengatur tumbuh terhadap daya
regenerasi plantlet yang berasal dari kalus embriogenik dari mikrospora, dimana hasilnya
menunjukkan frekuensi regenerasi yang sangat rendah (Wang er al., 1984, Zhang et al.,
1990 dalam Tahardi, 1998). Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh
cekaman suhu tersebut terhadap sifat molekuler dan sifat fisiologis yang meliputi kadar

protein total dan aktivitas enzim peroksndsase pada kultur anther H. brasiliensis. Hasil
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penelitian ini diharapkan  dapat dimanfaatkan sebagai informasi dasar mengenai
embriogenesis pada kultur anther H. brasiliensis, dan sebagai tahap awal upaya

perbanyakan dan perbaikan sifat genetis daf;r:‘ﬁsiologis tanaman H. brasiliensis melalui

kultur anther secara in vitro.

METODOLOGI
Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan Maret 2003 sampai September 2003,
bertempat di laboratorium Fisiologi Tumbuhan Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan
Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Sriwijaya.
Bahan Dan Alat
Bahan tanaman berupa kuncup bunga jantan klon H.brasiliensis PR 260. Bahan
kimia yang digunakan antara lain ; sodium hipoklorit, 2,4-D, kinetin, dan GA3, medium
MS, bufer Tris-HCI dan triton-X100. Peralatan yang digunakan antara lain ; laminar air
flow, autoklaf, centrifuge, hot plate magnetic stirrer, spektrofotometer.
Rancangan Percobaan
Rancangan percobaan yang digunakan adalah rancangan acak lengkap (RAL)
dengan 4 perlakuan. Perlakuan tersebut sebagai berikut :
C0 = Kontrol (tanpa cekaman suhu)
C2 = Cekaman suhu 30 °C
C3 = Cekaman suhu 33 °C
C4 = Cekaman suhu 36 °C
Induksi kalus embriogenik
Kuncup tunas bunga jantan yang berukuran panjang 2,5 sampai 3,0 mm diisolasi
dari klon H.brasiliensis PR 260 direndam dalam larutan sodium hipoklorit selama 15
menit, kemudian dibilas dengan akuades steril sebanyak tiga kali. Dari tiap kuncup bunga
diinokulasi 10 antera ke dalam cawan petri berdiameter 6 cm yang berisi setengah resep
medium MS. Selanjutnya dilakukan perlakuan cekaman suhu didalam oven selama empat
hari, kemudian antera disubkultur pada medium dengan penambahan 5 pM 2,4-D lalu

diinkubasi pada kondisi gelap dengan suhu 24 °C sampai 26 °C, selama 6 minggu.
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Perkembangan embrioid
Kalus embriogenik yang terbentuk pada tiap perlakuan cekaman suhu di subkultur
kedalam medium MS padat dengan penambahan kinetin, dan GA3 masing —masing 5

uM, kemudian diinkubasi pada suhu 24 — 26 °C pada kondisi terang selama 4 minggu.

Ekstrasi enzim

Kalus diekstrasi menggunakan 2,0 ml bufer Tris-HCI 0,0625 M, pH 8,0 dan 0,15
% triton-X100 pada suhu 0 °C untuk mendapat kan enzim. Homogenat yang didapatkan
disentrifugasi dengan kecepatan 12,500 g pada suhu 0 °C selama 20 menit. Supernatan
yang didapat dimasukkan ke dalam Eppéndorf dan disimpan pada suhu 0 °C sampai 4

OC untuk digunakan pada pengujian selanjutnya.

Pembentukan kadar protein total

Kadar protein total dilakukan untuk mengetahui jumlah volume supernatan yang
digunakan dalam menguji aktivitas enzim. Penetuan kadar protein menggunakan 20 %
reagen coomassie briliant blue R.250 dan dilakukan secara spektrofotometri pada panjang
gelombang 595 nm (Bradford, 1976, Sedmak dan Grossberg, 1997 dalam Juswardi, 1997).

Sebégai protein standar digunakan bovine serum albumin (BSA).

Aktivitas enzim peroksidase

Aktivitas enzim peroksidase ditentukan secara spektrofotometri dengan spektronik
D-20 (Kar dan Mishra, 1976 dalam Juswardi, 1996).

Parameter pengamatan

Parameter pengamatan berupa kualitatif dan kuantitatif. Parameter kualitatif
meliputi morfologi kalus embriogenik. Parameter kuantitatif meliputi persentase kalus
embriogenik, persentase kalus yang membentuk embrioid serta kadar protein total dan
aktivitas enzim peroksidase pada kalus yang membentuk embrioid.
Analisis data

Data kuantitatif dianalisis melalui analisis varians pada taraf 5 %, jika terdapat
perbedaan yang nyata dilakukan uji LSD pada taraf 5 %. Data kualitatif dianalisis secara
deskriptif. b

> ’
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HASIL DAN PEMBAHASAN -
Pada tahap induksi kalus embri_olgénik ini, eksplan antera yang ditanam pada
medium MS mulai mengalami pe&bengﬁ‘;kan setelah 1 minggu masa kultur, dimana
sebelumnya dilakukan perlakuan cekam‘hr‘l suhu panas. Pembentukan kalus terjadi rata-rata

setelah 2 minggu masa kultur.

Tabel 1. Pengaruh cekaman suhu panas terhadap pembentukan kalus, aktivitas peroksidase, dan
kadar protein total pada kultur antera H. brasiliensis.

Cekaman Kalus Kultur Aktivitas peroksidase Kadar
suhu (°C) Embriogeni | membentuk (U/mg protein/menit) protein total
k embrioid (%) (ug/ml)
(%)
25 Rl 38,9 * S 162,46
(kontrol)
30 2T 61,1 4,85*" 137,26
33 58,3° 66,7 ° o 169,81
36 6" g = DGO 124,84
Keterangan : - Angka yang diikuti huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan adanya

perbedaan nyata pada uji LSD 5 %..

Dari data pada Tabel 1 dapat dijelaskan bahwa perlakuan cekaman suhu 33 C
menunjukaan hasil yang terbaik dalam menginduksi kalus embriogenik, yaitu dengan
frekuensi 58,3 %. Hasil ini tidak jauh berbeda dengan yang diperoleh Tahardi (1998) yang
menggunakan medium modifikasi MB tanpa perlakuan cekaman suhu panas.

Pengaruh cekaman suhu panas terhadap induksi kalus embriogenik ini dapat
dijelaskan dengan pendapat George (1993) yang menyatakan bahwa sel berkompeten
menjadi embriogenik antara lain dipengaruhi oleh interaksi zat pengatur tumbuh dan
kondisi lingkungan. Dalam hal ini interaksi cekaman suhu 33 °C dan 2,4-D menjadi
trigger suatu seri peristiwa molekuler yang dapat mempengaruhi ekspresi gen dalam
menentukan embriogenesis pada sel-sel antera. Touraev et al. (1996b) menambahkan
bahwa cekaman suhu panas dapat berperan sebagai sinyal transduksi yang bertanggung
jawab pada perubahan ekspresi gen pada mikrospora yang bersifat gametofitik menjadi
sporofitik kearah perkembangan pembentukan embrioid (embriogenesis).

Kalus yang dihasilkan pada penelitian ini adalah bertekstur kompak dan noduler
serta berwarna kekuningan. Karakteristik kalus tersebut menunjukkan bahwa kalus bersifat
embriogenik, seperti yang dilaporkan oleh Tahardi (1998) pada antera H. brasiliensis Klon
PR 300.

Untuk memacu perkembangan embrioid dalam penelitian ini, dilakukan
penambahan kinetin serta GA3 masing - masing 5 uM dalam medium dasar MS
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