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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian tentang perubahan enzim peroksidase (PO) kalus padi
kultivar Lalan selama organogenesis. Kalus diinduksi dari biji padi pada medium dasar
Murashige dan Skoog (MS) yang ditambah 10° M asam 2,4-diklorofenoksi asetat (2,4-D).
Selanjutnya kalus diregenerasi pada medium pertunasan (shoot) dan medium perakaran
(root). Pada organogenesis kalus membentuk pinak tanaman dievalusi kadar protein dan
perubahan aktivitas PO. Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat perbedaan kadar
protein dan perubahan aktivitas PO selama organogenesis. Kadar protein pada organogenesis
shoot, root dan pinak tanaman lebih tinggi dari proliperasi kalus. Perubahan aktivitas PO
pada organogenesis shoot meningkat, organogenesis root menurun dan pada pinak tanaman
kembali menurun menyamai aktivitas PO kalus.

ABSTRACT

Changes in peroxidase enzyme activity in callus of the Lalan cultivar rice (Oryza
sativa L.) during organogenesis. The investigation was carried out to changes in peroxidase
activity (PO) in the cultivar Lalan rice calli during organogenesis. The rice calli were induced
from Lalan rice seeds on Murashige and Skoog basal medium with add 10 M 2,4-
diclorophenoxiasetat acid (2,4-D). Then calli were regenerated at MS medium induction shoot
and medium induction root. Total protein and peroxidase activity were evaluated in shooting,
rooting and shooting with rooting (plantlet). The results of experiment show that total protein
and PO activity during organogenesis were changing of PO activity during organogenesis were
increase in shooting, decrease in rooting and then decrease in plantlet as same as PO activity
in callus.
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PENDAHULUAN terhadap cekaman lingkungan, diantaranya

: . , , mempunyai sistem perakaran yang dalam
adi subspesies javanica

merupakan  padi  yang sechingga mudah  mendapatkan  hara,

. i disamping itu juga mempunyai batang yang
umumnya hidup di ping ftu Jug puiy & yang

. . tinggi sehi k dibudidayakan untuk
kepulauan Indonesia. Padi Inggl sehingga cocox dibudidayakan u

. ) lingk a surut, rawa dan lebak
javanica mempunyai sifat-sifat unggul ingkungan pasang su W

(Masyhudi, 1992). Padi javanica yang
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banyak dibudidayakan untuk lahan pasang

sunit, rawa dan lebak umumnya adalah
kultivar lokal seperti Lalan, Banyu Asin,
Sei Lilin, Lematang, Musi, Barito dan
Kapuas.

Sejalan  dengan  perkembangan
biotcknologi tcrutama dalam bidang kultur
Jaringan yang dapat memberikan informasi
baru mengenai sifat-sifat dasar tanaman
padi. Teknik  kultur jaringan juga
mempunyai keunggulan untuk memperbaiki
sifat-sifat tanaman.

Penclitian tentang teknik kultur
Jaringan padi tclah dilakukan di Jepang
scjak tahun 1960-an. Furuhashi dan
Yatazawa tahun 1964 pertama kali vang
berhasil dalam induksi kalus menghasilkan
ruas batang padi dengan menggunakan
ckstrak ycast scbagai faktor essensial
memperbatki  pertumbubhan  (Yamada,
1977).

Penelitian awal yang telah dilakukan
pada padi kultivar Lalan dan Sei Lilin
adalah induksi kalus, kemampuan
regenerasi lini kalus padi hasil seleksi over
produksi asam amino lisin. Selama
organogenesis dalam rangka regenerasi
kalus membentuk pinak tanaman juga

terjadi perubahan metabolisme. Perubahan

secara fisiologi yang dapat diamati adalah
aktivitas enzim-enzim marka (penanda).

Menurut Caldcron et al. (1994
Castillo, 1986 ; Groven dan Byme, 1975 ;
Wijsman dan  Hendriks, 1986 dalam
Juswardi, 1996) enzim yang dapat digunakan
sebagai penanda fisiologi antara lain enzim
fosfatase asam, superoksidase dismutase,
katalase, polifenoloksidase dan peroksidase.

Peroksidase (PO. EC. 1.11.1.7) adalah
kelompok enzim oksidoreduktase. Menurut
(Tyson, 1992 dalam Dcan ef «l., 1994) enzim
PO terdistribusi luas pada tumbuhan,
ditemukan pada organ sampai pada berbagai
komponen sel. Enzim ini mempunyai bentuk
ragam (isozim) yang penting dalam fungsi
sel. Beberapa hasil penelitian menyatakan
bahwa enzim PO ini banyak digunakan
dalam pemantauan beberapa proses fisiologi
tumbuhan.  Macheix (1993) mempelajari
perubahan aktivitas PO selama organogenesis
tunas kurma.

Aktivitas PO dipengaruhi oleh keadaan
fisiologi internal, seperti absisi, senesens,
pembungaan, pertunasan dari tumbuhan.
Perubahan aktivitas juga terjadi pada
proliferasi dan .organogenesis dari kalus
(Booij, at al. 1993 ; Mc Manus, 1994 ; Van
Huystee dan Cairns, 1992).
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kalus

Selama organogenesis dari

membentuk pinak tanaman juga terjadi
perubahan metabolisme. Perubahan secara
fisiologi (enzimatis) yang dapat digunakan
sebagai marka organogenesis adalah enzim
PO. Maka perlu dilakukan penelitian
dengan tujuan melihat pcrubaban aktivitas
enzim peroksidase sclama organogenesis
kalus padi kultivar Lalan membentuk pinak

tanaman.

METODOLOGI

Bahan Penelitian

Sumber eksplan yang digunakan
untuk seleksi kalus adalah padi sub-spesies
Jjavanica. Benih padi didapatkan dari Balai
Tanaman Sumatera

Penelitian Pangan

Selatan, Palembang.

Induksi kalus

Komposisi mcdium yang digunakan
untuk menginduksi kalus adalah medium
dasar MS (Murashigec dan Skoog, 1962)
yang dimodifikasi. Zat pengatur tumbuh
yang digunakan adalah 2.4-D (asam 24-

diklorofenoloksiasctat).

Organogenesis lini kalus
Dalam organogenesis yang diinduksi

pertama adalah pucuk sctclah itu diinduksi

akar. Untuk menginduksi kalus membentuk
shoot (pucuk) kalus disubkultur pada MS
yang ditambah 10° M kinetin dan 5.10° M
2,4-D. Sedangkan untuk menginduksi akar
ditambah 24-D saja

hanya dengan

konsentrasi 107

Ekstraksi protein dan enzim

Ekstraksi dilakukan menurut metoda
(Widiyanto, 1996)
yang dimodifikasi. Sebanyak 200 mg sampel

1992 dalam Juswardi,

digerus  dalam  nitrogen  cair  dan
dihomogenasi dalam 2.0 ml 0,0625 M dapar
Tris-HCL pH 8,0 dan 0,15% Trion-X100
pada suhu 0°C. Homogenat yang didapatkan
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan
12.500 g pada subu 0°C selama 20 menit.
Supernatan yang didapatkan dimasukkan ke
dalam tabung Epppendorf dan disimpan pada
suhu 0 — 4°C untuk ditentukan kadar protein

total dan aktivitas enzimnya.

Penentuan kadar protein total

Penentuan kadar total

dilakukan

protein

dengan menggunakan reagen
biurct (Biosystem). Penentuan kadar protein
ini dilakukan secara spektrofotometri pada A
545 nm. Sebagai protein standar digunakan

“povine serum albumin”,
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Penentuan aktivitas enzim PO

Aktivitas PO ditentukan berdasarkan
Misra (1976 dalam
1996) vang  dimodifikasi.

metoda  Kar dan
Juswardt.
Campuran pereaksi yang digunakan 10 mM
prrogalol, 0,0625 mM dapar fosfat pada pH
6.8. Ke dalam 5 ml campuran pereaksi
ditambah 10 mM peroksida, selanjutnya
ditambahkan 20 ng  protein  dan
diikubasikan pada suhu 23'C selama 3
7 oksidast

“diukur

menit. Hasil pirogalol

(purpurogalin) dengan

spektrofotometer pada A 420 nm.

Analisis data
Data kadar protein dan aktivitas

enzim PO dianalisis varians pada o 0.03.

Kadar Protein Total

Kadar protein total yang diukur secara
spektrofotometri dengan reagen biuret pada A
545 nm didapatkan hasil seperti Tabel I.
berikut :

Analisis wvarians kadar protein total dan
oganogcnes»ﬁs’ kalus padi kultivar Lalan
menunjukkan perbedaan yang nyata. Adanya
perbedaan kadar protein total tersebut karena
tahap-tahap dari pertumbuhan dan
perkembangan adanya protein tertentu yang
disintesis dan protein tertentu lainnya yang
ditekan. Hal in1 dijelaskan Lyndon (1990)
bahwa pola dan pengontrolan pertumbuhan
dan perkembangan dikendalikan oleh gen.
Gen-gen tertentu dickspresikan untuk sintesis
tersebut, schingga

protein tertentu

Bila  terdapat perbedaan  yang  nyata
, . , _ menghasilkan suatu bentuk pertumbuhan dan
ddakukan  wji lanjut  pembandingan
o perkembangan.
berganda Duncans pada o 0,05. Analisis _
. Tabel 1 . Kadar protein total pada perubahan
data dilakukan dengan menggunakan aktivitas peroksidase selama
ST o TM ogranogenesis  (proliferase  khusus)
program  Stat  Soft (Stastistica ™) kalus padi (Orvza sativa L.) kultivar
Campton (1994). Lalan.
_ Proliferase Kadar Protein
HASIL DAN PEMBAHASAN Khusus Total
. (organogencsis) .ml”
Pengamatan tentang kadar protein b Ka%us 36 I‘S(Oug a )
total dan aktivitas c¢nzim peroksidase Shoot 1163.25 ¢
selama organogenesis kalus padi kultivar Root 793,25
Lalan didapatkan hasil sebagai berikut : Shoot + Root 918,50
35
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. Angka yang diikuti oleh huruf
yang berbeda menunjukkan

perbedaan vang nyata pada o
0,05.

Keterangan

Tabel 1. dapat dilihat bahwa kadar
protein total dari masing-masing proliferasi
khusus (organogenesis) berbeda nyata
dibanding proliferasi kalus. Secara umum
kadar protein kalus lebih rendah dibanding
dengan kadar protein saat organogenesis.
Hal ini disebabkan karcna saat proliferasi
khusus dari kalus hanva diperlukan protein
untuk siklus sel saja, scdang saat proferasi
khusus (organogenesis) ada protein lain
yang disintesis sclain protein siklus  scl
terscbut.  Protein lain terscbut mungkin
protein struktural atau fungsional scperti
enzim yang dibutuhkan dalam serangkaian
metabolisme untuk organogenesis tersebut.

Kadar protein total vang tertinggi
ditemukan saat pembentukan shoot (pucuk).
Hal ini discbabkan saat pembentukan pucuk
terjadi diferensiasi yang kompleks seperti
pembentukan  batang. daun dan tunas.
Kenyataan lain juga terlihat  bahwa
organogenesis pucuk dibutuhkan juga zat
pengatur tumbuh golongan sitokinin (BAP)
selain golongan auksin (2.4-D).

Kadar protcin total saat

organogenesis root (akar) lebih rendah

organogenesis lainnya.

dibandingkan
Rendahnya kadar protein tersebut karena
untuk pembentukan akar tidak sekompleks
pembentukan pucuk. Pada pembentukan dan
pertumbuhan akar primer, akar lateral tidak
mempunyai pola dan pengatur yang spesifik
seperti filotaksis daun dan tunas lateral
(cabang).

Saat organogencsis kaduanya shoot dan
root kadar protein total yang terdeteksi
adalah seperti penjumlahan kadar protein
pada pucuk dan akar. Karena penctuan kadar

protein ini dilakukan pada pinak tanaman.

Aktivitas Enzim Perosidase

Aktivitas  cnzim  peroksidase  yang
diukur  secara  spektrofotometri  dengan
substrat pirogalol dan peroksida pada A 545
nm didapatkan hasil scbagai berikut :

Analisis varians aktivitas peroksidase
selama organogencsis kalus padi kultivar
Lalan menunjukkan perbedaan yang nyata.
Hal in1 discbabkan karena proliferasi khusus
(organogenesis)  melibatkan  serangkaian
aktivitas enzim. Scperti aktivitas PO yang
terjadi berhubungan dengan proliferasi kalus

dan proliferast khusus (organogenesis).
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Tabel 2. Aktivitas peroksidase sclama proliferasi
khusus (organogenesis) kalus padi
(Oryza sativa L) kultivar Lalan.

Aktivitas
Proliferase Khusus Peroksidase
(organogenesis) (U . pg protein
' jam™)
Kalus 2.948 C
Shoot 4,455 a
Root 3.275 b
Shoot + Root 2.955 C

Keterangan : Angka vang diikuti oleh huruf
yang berbeda  menunjukkan
perbedaan vang nyata pada o
0.,05.

Menurut Chalderon er a/. (1994, Castillo,

1986 ; Groven dan Byrne. 1975 ; Wijsman

dan Hendriks, 1986 dalam Juswardi, 1996)

enzim  fosfatasc  asam.  superoksida
dismutase, katalasc. polifenoloksidase dan
peroksidase adalah cnzim  yang dapat
digunakan dalam mengamati  fisiologi
tumbuhan.  Sclanjutnva  Siminis et al.
(1993) menyatakan aktivitas PO
berhubungan dengan kemampuan
regenerasi kultur protoplas.

Dari Tabel 2. terlihat bahwa aktivitas PO
yang tertinggi adalah saat organogenesis
shoot (pucuk) dan terendah ada proliferasi
kalus serta diikuti shoot+root (pinak
tanaman). Aktivitas PO ini mencerminkan

arah  pertumbuhan dan perkembangan

tumbuhan. Menurut Siminis ef al. (1993)

aktivitas PO dari dua tipe kultur protoplas,
vaitu  protoplas rekalsitran  dan  yang
beregenerast  (non-rekalsitarn)  terdapat
adanya perbedaan aktivitas PO. Pada kultur
protoplas tembakau (beregenerasi) aktivitas
PO Dbeberapa kali lipat lebih tinggi
dibandingkan protoplas anggur (rekalsitran).
Kultur protoplas rckalsitran arah
pertumbuahan tidak dapat dikendalikan
scbaliknya dengan vyang beregenerasi arah

pertumbuhan dapat dikendalikan.

I
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kalus  shioct  root  shoot +
root

Gambar 1. Aktivitas  pecroksidase  selama
proliferasi khusus (organogenesis)
kalus padi (Oryza sativa L.)

kultivar Lalan.
Perubahan  aktivitas PO  selama
organogenesis dari kalus padi kultivar Lalan
menunjukkan suatu pola (Gambar 1). Pola

ini berhubungan dengan tahap organogenesis
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dalam rangka membentuk pihak tanaman
dari kalus, yaitu induksi shoot dan induksi
root.  Perubahan aktivitas PO tersebut
secara berurutan meningkat dengan tajam
dari kalus ke shoot. dan menurun pada
pembentukan root. dari  kalus yang
mempunyai shoot selanjutnya pada pinak
tanaman kembali menurun  menyamat
aktivitas PO kalus.

Menurut Booys er al.  (1993) saat
pembentukan shoot (pucuk-pucuk) dan
kultur in  vitro kalus kurma terjadi
pcrubahan aktivitas vang mempunyal pola
tertentu.  Pola perubahan aktivitas PO
terscbut adanya peningkatan aktivitas
beberapa  kali Lipat  (meningkat  dengan
tajam) setiap kali pembentukan pucuk-

pucuk.

KESIMPULAN DAN SARAN
Dari hasil penelitian yang telah
dilakukan  dapat diambil  kesimpulan

sebagai berikut :

KESIMPULAN

1. Terdapat perbedaan kadar protein
total dan aktivitas PO selama
organogenesis dari kalus padi kultivar

Lalan.

2. Kadar protein pada organogenesis

shoot, root dan pinak tanaman lebih
tinggi dibandingkan dengan proliferasi
kalus.

Perubahan aktivitas PO saat regenerasi

LI

kalus membentuk pinak tanaman
secara berurutan meningkat pada
organogenesis shoot, menurun pada
organogenesis root dan pada pinak
tanaman kembali menurun menyamai

kadar protein kalus.

SARAN

Perlu  dilakukan penelitian lanjutan
tentang protein spesifik dan aktivitas enzim
marka lainnya saat organogenesis dari kalus

membentuk pinak tanaman.
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