I11. METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan serangkaian kegiatan studi yang meliputi persilangan

dua tetua anggrek Phalaenopsis hibrida, perkembangan polong buah berbiji,

perkecambahan biji dan pertumbuhan seedling in vitro, serta aklimatisasi planlet.

Studi persilangan dilakukan terhadap dua tetua Phalaenopsis hibrida terpilih dan

polong buah berbiji yang dihasilkan digunakan untuk percobaan pengecambahan

biji in vitro. Dalam penelitian ini dilakukan tiga percobaan, yaitu :

1. Percobaan I : Pengaruh media dasar dan konsentrasi pepton terhadap
pengecambahan biji anggrek Phalaenopsis hibrida in vitro.

2. Percobaan Il : Pengaruh media dasar dan konsentrasi pepton terhadap
pertumbuhan seedling Phalaenopsis hibrida in vitro.

3. Percobaan Il : Pengaruh media aklimatisasi dan jenis pupuk daun terhadap
keberhasilan aklimatisasi dan pertumbuhan planlet anggrek Phalaenopsis

hibrida.

3.1 Studi Persilangan Dua Tetua Phalaenopsis Hibrida Terpilih dan
Perkembangan Polong Buah

Dua tetua Phalaenopsis hibrida terpilih yang digunakan sebagai tetua persilangan
adalah Phalaenopsis KV Beauty (P1) dan Phalaenopsis Minho Princes (P2), yang
warna dan corak bunganya dapat dilihat pada Gambar 3. Kedua jenis

Phalaenopsis hibrida didapatkan dari Nurseri anggrek Malang, Jawa Timur.
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Gambar 3. Kuntum Bunga Tetua Phalaenopsis hibrida KV Beauty (P1),
dan Phalaenopsis hibrida Minho Princes (P2).

Persilangan antara Phalaenopsis KV Beauty dan Phalaenopsis Minho Princes
dilakukan pada akhir bulan April 2014. Persilangan antara P1 dan P2 dilakukan
secara resiprokal, yaitu P1 x P2 dan P2 x P1. Silang dalam (selfing) masing-
masing tetua juga dilakukan. Dengan demikian persilangan yang dilakukan

terdiri dari 4 (empat) pasang dialel lengkap sebagaimana pada Tabel 1.

Tabel 1. Persilangan dialel lengkap dua tetua anggrek Phalaenopsis hibrida.

Tetua Persilangan P1 (Phalaenopsis KV Beauty) & P2 (Phalaenopsis Minho Princes) &
P1 (Phalaenopsis KV Beauty) @ P1x P 1 (selfing) P1 x P2 (crossing)
P2 (Phalaenopsis Minho Princes) ¢ P2 x P1 (crossing) P2 x P2 (selfing)

Cara menyilangkan bunga Phalaenopsis hibrida adalah sebagai berikut :
1. Mula-mula ditentukan bunga yang akan digunakan sebagai induk jantan dan

induk betina, misalnya pada persilangan P1 x P2, bunga tanaman P1
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digunakan sebagai tetua betina sedangkan pollen diambil dari bunga tanaman
P2 (sebagai tetua jantan) begitu juga sebaliknya pada persilangan P2 x P1,
bunga tanaman P2 digunakan sebagai tetua betina sedangkan pollen diambil
dari bunga tanaman P1 (sebagai tetua jantan).

2. Dengan sebuah tusuk gigi yang telah dibasahi atau ditempelkan ke putik
supaya lengket, pollinia (serbuk sari) diambil dari kantong sari (anther cap)
bunga tetua jantan. Anther cap “dicungkil” dan diusahakan agar serbuk sari

berwarna kuning menempel diujung lidi, selanjutnya pollinia ditempelkan ke

lubang putik bunga pada tetua betina (Gambar 4.a dan 4.b).

Gambar 4. Cara menyilangkan (a) pollinia diambil dari tetua jantan, & (b)
pollinia dari tetua betina; lalu diletakkan atau dimasukkan dengan
tusuk gigi ke putik dari tetua jantan begitu juga sebaliknya.

3. Setelah penyerbukan, bibir bunga yang telah diserbuki dilepaskan supaya
tidak menjadi landasan bagi serangga yang mungkin dapat menggugurkan
serbuk sari atau membawa serbuk sari baru. Setiap bunga yang sudah
diserbukkan diberi label pada tangkai bunga, bertuliskan tanggal penyerbukan

dan kode atau nama tetua betina dan jantan.
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4. Penyerbukan yang berhasil ditandai oleh membesarnya bakal buah dan

layunya perhiasan bunga setelah 3 hari dari proses penyilangan.

Pengamatan dilakukan setiap minggu untuk mencatat polong buah yang jadi
(tidak rontok atau mati). Pada umur 4 — 4,5 bulan, polong buah yang sudah masak

tetapi masih hijau dan tidak pecah digunakan untuk bahan pada Percobaan I.

3.2 Percobaan | : Pengaruh Media Dasar dan Konsentrasi Pepton terhadap
Pengecambahan Biji Phalaenopsis Hibrida In Vitro.

3.2.1 Tempat dan Waktu Percobaan

Percobaan ini dilaksanakan mulai bulan Oktober 2014 sampai dengan bulan
Desember 2014 di Laboratorium IlImu Tanaman Fakultas Pertanian Universitas

Lampung.

3.2.2 Bahan Tanaman

Bahan tanaman yang digunakan adalah polong buah hasil persilangan KV Beauty
selfing (P1 x P1) dan KV Beauty dan Minho Princes (P1 x P2) anggrek
Phalaenopsis berbunga kuning bertotol disilangkan dengan Phalaenopsis
berbunga putih ungu yang dipanen pada umur + 4 bulan setelah penyerbukan

bunga (Gambar 5.a, b dan c).
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Gambar 5. Polong buah hasil persilangan anggrek Phalaenopsis hibrida
(@) P1xP1; (b) P1x P2; (c) P2 x P1, yang dipanen pada umur
+ 4 bulan setelah penyerbukan bunga.

3.2.3 Rancangan Percobaan

Percobaan dilaksanakan dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan enam
perlakuan dan tiga ulangan. Perlakuan disusun secara faktorial 2 x 3. Faktor
pertama adalah media dasar yang terdiri dari Murashige dan Skoog (1962) atau
pupuk lengkap Growmore sebanyak 3 g/l (NPK 32-10-10) dan faktor kedua

adalah konsentrasi pepton (0, 2 dan 4 g/l).
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3.2.4 Pelaksanaan Percobaan

Media Kultur untuk Pengecambahan Biji

Media kultur yang digunakan dalam percobaan ini adalah dari formulasi MS
(Murashige dan Skoog, 1962) dan pupuk lengkap Growmore (NPK ; 32:10:10)
3 g/l, dengan atau tanpa penambahan pepton. Kedua formulasi tersebut
mengandung sukrosa 20 g/l, vitamin-vitamin MS, dan 150 ml/I air kelapa, serta
dengan penambahan atau tanpa penambahan pepton pada konsentrasi sesuai
dengan perlakuan yang dicobakan (0, 2 dan 4 g/l) pepton mengandung total
nitrogen 14%, amino nitrogen 2,6% dan sodium chloride 1,6%. sedangkan
formulasi media MS dan Growmore yang digunakan disajikan pada Tabel 2 dan
Tabel 3, semua media diatur pH-nya menjadi 5,8 sebelum diberi pemadat media
yaitu 8 g/l bubuk agar-agar. Sterilisasi media dilakukan dengan autoklaf pada

suhu 121°C dan tekanan 1,5 kg/cm? selama 10 menit.
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Tabel 2. Formulasi media Murashige dan Skoog (MS) untuk pengecambahan biji
anggrek Phalaenopsis hibrida in vitro

Komponen Media Konsentrasi Bahan Kimia MS

NH4NO; (amonium nitrat) 1.650 mg/I
KNO; (kalium nitrat) 1.900 mg/I
MgSQO,.7H,0 (magnesium sulfat heptahidrat) 370 mgl/l
KH,PQO, (kalium dihidrogen orthofosfat) 170 mg/l
CaCl,.2H,0 (kalium khlorida tetrahidrat) 440 mgl/l
Hs;BO, (asam borat) 6,2 mgll
MnSQO,4.H,0 (mangan sulfat monohidrat) 16,9 mg/l
ZnS0O,.7H,0 (zink sulfat pentahidrat) 8,6 mgll
Kl (kalium iodida) 0,83 mg/l
Na2MoO,. 7H,0 (natrium molibdat heptahidrat) 0,25 mgl/l
CuSQ,4.5H,0 (caprisulfat pentahidrat) 0,025 mg/l
CoCl,.6H,0 (kobalt khlorida monohidrat) 0,025 mg/l
FeSO,.7H,0 (ferro sulfat heptahidrat) 27,8 mgll
Na,EDTA (natrium EDTA) 37,3 mgll
Tiamin-HCI 0,1 mgll
Asam nikotinat 05 mgll
Piridoksin-HCI 0,5 mgll
Glisin 2,0 mg/l
Mio-inositol 100 ml/l
Sukrosa (gula pasir) 20 g/

Agar-agar 8 o/l

Air Kelapa (cw) 150 ml/l

Sumber : Yusnita, 2004

Tabel 3. Formulasi media pupuk Growmore untuk pengecambahan biji anggrek
Phalaenopsis hibrida in vitro

Sumber Hara Makro dan Hara Mikro Konsentrasi/Persentase (%) Total

1. Pupuk Growmore 39/l

Komponen media terdiri dari:

e Total Nitrogen (N) 32%

e Fosfat (P,0s) 10%

e Kalium (K;0) 10%

o Kalsium (Ca) 0,05%

e Magnesium (Mg) 0,10%

e Sulfur (S) 0,202/0

e Boron (B) 88;(;;

e Tembaga (Cu) :

e Besi (Fe) 0,10%

e Mangan (Mn) 0,05%

« Molibdenum (Mo) 0,0005%

e Zing (Zn) 0,05%
2. Sukrosa (gula pasir) 20 g/l
3. Air Kelapa (cw) 150 ml/l

4. Agar-agar 89/l
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Sterilisasi Polong

Sebelum disterilkan, polong buah Phalaenopsis hibrida dicuci di bawah air keran
yang mengalir setelah diberi dengan detergen di permukaannya. Sterilisasi polong
buah anggrek dilakukan di dalam Laminar Air Flow Cabinet (LAFC). Mula-mula
polong buah direndam dan dikocok dalam larutan Bayclin 15% selama 10 menit
lalu dibilas air steril 3 kali. Setelah itu polong dicelupkan ke dalam alkohol 75%
dengan cepat dan dibakar sampai nyala api di permukaan buah hilang.
Pembakaran dilakukan dua kali. Setelah itu, polong diletakkan di atas cawan petri
steril dan dipotong bagian ujung dan pangkalnya dan dibelah di kedua sisinya

sehingga biji-bijinya terlihat seperti debu.

Penanaman Biji dan Kondisi Ruang Kultur

Penanaman biji dilakukan dengan menaburkan sejumlah biji yang volumenya
diusahakan sama menggunakan ujung spatula kepermukaan media perlakuan.
Setelah biji ditabur, botol ditutup kembali dan diikat dengan karet, kemudian
diletakkan di rak-rak di ruang kultur yang suhunya 24-28°C dengan pencahayaan

lampu flouresens + 1000 lux secara terus menerus.

3.25 Pengamatan

Pengamatan perkecambahan biji dilakukan pada umur 8 MST, variabel yang

diamati yaitu dengan cara :

1. Menghitung secara skoring, yaitu dengan mengurutkan banyaknya jumlah biji
anggek yang berkecambah. Biji anggrek yang tidak berkecambah dihitung
sebagai skoring 0, sedikit sebagai skoring 1, agak banyak sebagai skoring 2,

banyak sebagai skoring 3 dan sangat banyak sebagai skoring 4 (Gambar 12).
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2. Menghitung persentase protokorm yang berbentuk globular (Gambar 6a) dan
sudah membentuk primordia daun (Gambar 6b) dari biji anggrek yang

berkecambah.

Gambar 6. Protokorm berbentuk globular (a); dan protokorm yang sudah
membentuk primordia daun (b).

3. Menghitung bobot 100 protokorm yang berkecambah.

3.3 Percobaan Il: Pengaruh Media Dasar dan Konsentrasi Pepton terhadap
Pertumbuhan Seedling Phalaenopsis Hibrida In Vitro

3.3.1 Waktu dan Tempat Percobaan

Percobaan ini dilaksanakan mulai bulan Maret 2015 sampai dengan bulan Juni

2015 di Laboratorium llmu Tanaman Fakultas Pertanian Universitas Lampung.

3.3.2 Bahan Tanaman

Bahan tanaman yang digunakan dalam percobaan ini adalah bibit anggrek
Phalaenopsis Hibrida hasil persilangan pada percobaan ke | , protokorm berumur
+ 4 bulan sejak biji disemai di media botol in vitro. Biji-biji anggrek tersebut
sudah membentuk protokorm yang berukuran = 2 cm dengan 2-3 helai daun
(Gambar 7). Protokorm tersebut ditanam ke dalam botol yang berisi media kultur
MS dan media Growmore dengan atau tanpa pepton, masing-masing botol kultur

berisi 4 (empat) protokorm anggrek Phalaenopsis hibrida in vitro.
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Gambar 7. Seedling anggrek Phalaenopsis in vitro yang berumur * 4 bulan sejak
biji disemai dalam botol kultur in vitro yang berukuran + 2-2,5 cm
dengan 2-3 helai daun.

3.3.3 Rancangan Percobaan

Percobaan dilaksanakan dengan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 3 ulangan
Perlakuan disusun secara faktorial 2 x 3. Faktor pertama adalah media dasar yaitu
Murashige dan Skoog (MS) dan pupuk lengkap Growmore (NPK; 32:10:10) 3 g/l.
Faktor kedua adalah penambahan pepton dengan konsentrasi 0, 1, dan 2 g/I.
Setiap unit percobaan terdiri dari 6 botol kultur yang berisi masing-masing

4 eksplan. Seluruh data yang diperoleh dianalisis ragam. Analisis dilanjutkan
dengan pemisahan nilai tengah yang menggunakan uji beda nyata terkecil (BNT)

pada taraf 5%.

3.3.4 Pelaksanaan Percobaan

Media Kultur untuk Pertumbuhan Seedling

Media kultur yang digunakan dalam percobaan ini sama dengan media pada
pengecambahan biji yaitu formulasi MS (Murashige dan Skoog, 1962) dan pupuk
Growmore (NPK; 32:10:10) 3 g/I, dengan atau tanpa penambahan pepton (0, 1

dan 2 g/l). Kedua formulasi tersebut mengandung sukrosa 20 g/l, vitamin-vitamin
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MS, dan 150 ml/l air kelapa serta dengan penambahan atau tanpa penambahan
pepton pada konsentrasi sesuai dengan perlakuan yang dicobakan. Semua media
diatur pHnya menjadi 5,8 sebelum diberi pemadat media yaitu 8 g/l bubuk agar-
agar. Sterilisasi media dilakukan dengan autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan

1,5 kg/cm? selama 10 menit.

3.3.5 Pengamatan

Pengamatan dilakukan dengan mengukur panjang daun (cm), diameter daun (cm),
jumlah daun (helai), jumlah akar (helai), panjang akar terpanjang (cm) dan bobot

segar tanaman (g), setelah dikulturkan selama 12 MST.

3.4 Percobaan I11: Pengaruh Media Aklimatisasi dan Jenis Pupuk Daun
terhadap Keberhasilan Aklimatisasi dan Pertumbuhan
Planlet Anggrek Phalaenopsis Hibrida

3.4.1 Waktu dan Tempat Percobaan

Percobaan dilaksanakan di Rumah Kaca Fakultas Pertanian Universitas Lampung,

mulai bulan Agustus 2014 sampai dengan bulan Desember 2014.

3.4.2 Bahan dan Media Tanam

Bahan tanaman yang digunakan dalam percobaan ini adalah bibit botolan anggrek
Phalaenopsis hibrida dari daerah Batu Malang, Jawa Timur. Ukuran dan umur
planlet Phalaenopsis tersebut kurang lebih sama. Bibit anggrek sudah berakar,
mempunyai 3-4 helai daun, tampak pada Gambar 8a - 8d. Media tanam yang
digunakan untuk percobaan ini adalah media sphagnum moss dan sabut kelapa

dengan pupuk daun berupa Growmore, Hyponex Merah dan Gandasil D.
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Gambar 8. Bibit botolan anggrek Phalaenopsis hibrida (a dan b); yang siap
diaklimatisasi dengan media tanam sphagnum moss (c); dan sabut
kelapa (d).

Sebelum digunakan sabut kelapa dicuci terlebih dahulu, kemudian direndam
dengan air bersih selama 3 x 24 jam. Air rendaman diganti setiap hari untuk
menghilangkan tanin yang terkandung pada sabut kelapa yang dapat meracuni
bibit anggrek Phalaenopsis hibrida yang akan ditanam. Media sabut kelapa
kemudian disterilkan dengan merendam dalam larutan Dithane M-45 80 WP
(mankozeb 80%) sebanyak 2 mg/l selama 24 jam, lalu ditiriskan. Sedangkan
media sphagnum moss merupakan media yang sudah steril hanya dicuci dengan
air, lalu dikering anginkan dan selanjutnya dimasukkan dalam pot yang telah
disiapkan. Masing-masing pot berisi 10 planlet. Formulasi pupuk daun Growmore

Hyponex Merah dan Gandasil D yang digunakan disajikan pada Tabel 4.
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Tabel 4. Formulasi pupuk Growmore (32:10:10), Hyponex Merah (25:5:20) dan
Gandasil D (20:15:15) untuk pertumbuhan planlet anggrek Phalaenopsis

hibrida.
Konsentrasi/Persentase (%) Total
Komponen Unsur Hara Growmore 1 g/l Hyponex Merah 1 g/l  Gandasil D 1 g/l
(pH = 6,38) (pH = 6,79) (pH =6,89)
Komponen unsur hara
terdiri dari :
e Total Nitrogen (N) 32% terdiri dari ; 25% terdiri dari ; 20 %
- 2 % amonium nitrogen - 4,5 % nitrate nitrogen -
- 3 % nitrate nitrogen - 20,5 % urea nitrogem -
- 27% urea nitrogem
e Fosfat (P,0s) 10% 5 % 15 %
e Kalium (K;0) 10% 20 % 15 %
e Kalsium (Ca) 0,05% - -
e Magnesium (Mg) 0,10% - 1 %
e Sulfur (S) 0,20% - -
e Boron (B) 0,02% - -
e Tembaga (Cu) 0,05% - -
e Besi(Fe) 0,10% B
e Mangan (Mn) 0,05% -
e Molibdenum (Mo) 0,0005% -
e Zing (Zn) 0,05% -

3.4.3 Rancangan Percobaan

Percobaan ini dilaksanakan dengan rancangan acak lengkap (RAL), di susun
secara faktorial 2 x 3, sebagai faktor pertama adalah jenis media aklimatisasi
(sphagnum moss dan sabut kelapa) dan faktor kedua adalah jenis pupuk daun
(Growmore NPK; 32:10:10, Hyponex Merah NPK; 25:5:20 dan Gandasil NPK;
20:15:15). Masing-masing perlakuan diulang 3 kali. Setiap satu unit percobaan
terdiri dari 10 bibit anggrek yang ditanam secara bersama-sama dalam satu pot
atau community pot. Seluruh data yang diperoleh dianalisis ragam. Analisis
dilanjutkan dengan pemisahan nilai tengah yang menggunakan uji beda nyata

terkecil (BNT) pada taraf 5%.
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3.4.4 Pelaksanaan Percobaan

Cara Aklimatisasi Planlet

Bibit anggrek Phalaenopsis hibrida dikeluarkan dari botol kultur dengan
menggunakan pinset. Sebelum bibit/planlet dikeluarkan, botol diisi air untuk
memudahkan pengambilan planlet dari media agar-agar (Gambar 9.a). Planlet
dicuci bersih dengan air yang mengalir, terutama di bagian akar dengan hati-hati
agar akar tidak rusak, tetapi bersih dari media agar yang menempel (Gambar 9.b).
Kemudian planlet direndam dalam larutan fungisida Antracol 70 WP sebanyak

2 g/l selama sekitar 15 menit lalu ditiriskan (Gambar 9.c dan 9.d.).

Gambar 9. Planlet anggrek Phalaenopsis hibrida dalam botolan (a); pencucian
planlet dengan air mengalir (b); perendaman planlet dengan fungisida
Antrocol 70 WP (c); planlet siap ditanam pada media tanam (d).
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Penanaman dilakukan secara kompot, yaitu 10 planlet ditanam bersamaan dalam
satu pot pada media sphagnum moss dan sabut kelapa (Gambar 10.a dan 10.b.).
Kompot diletakkan di meja rumah kaca bernaungan paranet (+ 40% dari cahaya

penuh).

Gambar 10. Planlet anggrek Phalaenopsis hibrida pada media sphagnum moss(a);
dan media sabut kelapa (b); dengan kombinasi pupuk daun
(Growmore, Hyponex Merah dan Gandasil D) umur 0 MST.

Cara Aplikasi Pupuk Daun

Selama 1 bulan pertama, planlet hanya disiram dengan air saja (tanpa pupuk).
Penyiraman dilakukan setiap hari sekali pada pagi hari. Pemupukan dengan pupuk
daun (Growmore NPK 32:10:10, Hyponex Merah NPK 25:5:20 dan Gandasil D

NPK 20:15:15) dilakukan pada bulan ke 2 — 4 dengan masing-masing dosis pupuk
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daun 1 g/l selama 2 bulan pertama, selanjutnya pada bulan ketiga dan keempat

masing-masing dosis pupuk dinaikkan menjadi 2 g/I.

Pemupukan dilakukan dengan cara penyemprotan seluruh bagian tanaman.
Aplikasi dengan pupuk daun dilakukan seminggu sekali dengan cara menyemprot-
kan masing-masing pupuk daun dengan menggunakan hand sprayer sebanyak

+ 10 ml (10 kali semprotan) pada masing-masing perlakuan. Untuk mencegah
agar tanaman tidak terkena hama terutama yang disebabkan oleh tungau, dilaku-

kan penyemprotan dengan insektisida (matador 1 mi/l) setiap 1 minggu sekali.

3.4.5. Pengamatan

Pengamatan dilakukan pada saat tanaman anggrek berumur 4 bulan setelah bibit
dikeluarkan dari botol. Variabel yang diamati adalah keberhasilan aklimatisasi
(%), jJumlah daun (helai), panjang daun (cm), diameter daun (cm), jumlah akar

(helai), panjang akar (cm) dan bobot segar tanaman (g),



