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ABSTRAK

Anggrek bulan (Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.) merupakan tanaman hias yang
banyak diminati oleh masyarakat karena memiliki bentuk dan warna bunga yang
sangat indah, selain itu memiliki nilai ekonomi yang tinggi, kendala dalam
pembudidayaan P.amabilis salah satunya adalah penyakit layu fusarium yang
disebabkan oleh jamur F.oxysporum. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui karakter yang spesifik pada planlet anggrek P.amabilis setelah
diinokulasi Rhizoctonia sp. dan diinduksi asam salisilat serta untuk mengetahui
interaksi antara asam salisilat dan Rhizoctonia sp. terhadap kandungan klorofil a,
b dan total, aktivitas enzim peroksidase dan indeks stomata. Penelitian ini
dilaksanakan pada bulan November 2016 sampai dengan Januari 2017 di
Laboratorium Botani (ruang penelitian in vitro), Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Penelitian ini
disusun dengan pola dasar Rancangan Acak Lengkap Faktorial (RALF)
menggunakan dua faktor, yaitu inokulasi Rhizoctonia sp. dengan 2 taraf: V, (tidak
diinokulasi Rhizoctonia sp.) dan V; (diinokulasi Rhizoctonia sp.) serta konsentrasi
asam salisilat dengan 4 taraf: 0 ppm, 85 ppm, 95 ppm, dan 105 ppm dengan 4 kali
ulangan. Parameter yang diamati adalah kandungan klorofil a, b dan total,
aktivitas enzim peroksidase serta indeks stomata. Homogenitas ragam
menggunakan uji Levene dilanjutkan dengan analisis ragam pada taraf nyata 5%
dan uji lanjut dengan BNT pada taraf nyata 5%. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa planlet P.amabilis yang diinokulasi Rhizoctonia sp. dan diinduksi asam
salisilat pada berbagai konsentrasi memiliki karakter yang berbeda dibandingkan
kontrol. Kandungan klorofil a, b dan total serta enzim peroksidase mengalami
peningkatan dengan semakin meningkatnya konsentrasi asam salisilat dan
konsentrasi yang toleran adalah 105 ppm, serta terdapat interaksi antara asam
salisilat dengan Rhizoctonia sp. terhadap indeks stomata.

Kata kunci: Phalaenopsis amabilis, asam salisilat, Rhizoctonia sp., in vitro.
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. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Indonesia merupakan negara yang memiliki keragaman varietas dan jenis
tanaman holtikultura antaralain tanaman anggrek (Ramadiana et al., 2008).
Anggrek merupakan tanaman hias yang banyak disenangi oleh masyarakat
luas, selain memiliki warna bunga yang menarik, anggrek juga memiliki nilai
jual yang tinggi sehingga dapat menarik banyak peminat. Produksi anggrek
terutama anggrek bulan di Indonesia masih jauh tertinggal dibandingkan
dengan negara-negara lain seperti Thailand, Taiwan, Singapura dan Australia

(Purwati, 2012).

Anggrek bulan (Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.) memiliki bentuk bunga yang
sangat indah, oleh karena itu anggrek bulan ditetapkan sebagai bunga

nasiona Indonesia berdasarkan Keputusan Presiden Nomor 4/1993. Indonesia
memiliki tiga bunga nasional, yaitu bunga melati (Jasminum sambac L.)
sebagai puspa bangsa, bunga padma raksasa (Rafflesia arnoldi R. Br.)

sebagai puspa langka, dan anggrek bulan (Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.)

sebagai puspa pesona (Puspitaningtyas dan Mursidawati, 2010).



Anggrek bulan (Phalaenopsis amabilis) ditemukan oleh Dr. C. Blume

sebagai jenis pertama dalam marga Phalaenopsis, selain sebagai tanaman
hias yang memiliki dayatarik dan nilai jual yang tinggi anggrek bulan juga
memiliki manfaat yang lain yaitu dapat digunakan sebagai induk

persilangan dan bunga potong (Lin dan Hsu, 2004).

Karena tingginya permintaan akan anggrek bulan (Phalaenopsis amabilis)
dan kurangnya ketersediaan bibit, maka dilakukan perbanyakan tanaman
secarain vitro. Banyak keuntungan yang bisa didapat dari kultur in vitro
antaralain dapat melakukan perbanyakan anggrek baik yang sulit maupun
yang mudah dikembangkan secara konvensional, dan yang paling penting
dapat memperoleh anakan dalam jumlah yang banyak dengan waktu yang
relatif singkat sehingga dapat mengimbangi permintaan konsumen terhadap

anggrek bulan (Rosdiana, 2010).

Penyakit pada tanaman jugaterjadi pada tanaman anggrek yang
dikembangkan lewat kultur in vitro sekalipun, penyakit yang biasanya
disebabkan oleh jamur patogen, bakteri ataupun virus yang menyerang
bagian-bagian pada tubuh tanaman yang nantinya akan menghambat
pertumbuhan tanaman tersebut (Djatnika, 2012). Salah satu penyakit yang
sering terjadi pada tanaman anggrek adalah penyakit layu fusarium yang
disebabkan oleh jamur Fusarium oxysporum, biasanya penyakit ini akan

menyerang bagian akar yang terluka (Pandjaitan, 2005).



Caraefektif dalam mengendalikan penyakit tanaman dan aman terhadap
lingkungan yaitu dapat dilakukan dengan meningkatkan ketahanan tanaman,
sehingga tidak menimbulkan dampak negatif seperti penggunaan pestisida

(Ambar dkk., 2003).

K etahanan terimbas adal ah ketahanan suatu tanaman terhadap beberapa
petogen yang salah satu komponennya adal ah asam salisilat, asam salisilat
merupakan komponen jalur sinyal transduksi (Huang, 2001), selain asam
salisilat agen penginduksi lainnyatidak terlepas dari protein-protein terkait
dengan Pathogenesis Related-protein (PR-protein) seperti peroksidase,

kitinase, 1,3-glukanase, dan 1,4-glukosidase (Arai dan Takeuchi, 1993).

Hasil penelitian Noviantia (2016) pada tanaman anggrek P. amabilis
menunjukkan selekst menggunakan asam salisilat secarain vitro pada
konsentrasi 85 ppm lebih efektif dalam penekanan perkembangan jamur F.
oxysporum dibandingkan konsentrasi 65 dan 75 ppm. Konsentrasi asam
salisilat 85 ppm mampu mengimbas ketahanan yang paling baik, sehingga

mampu menekan intensitas penyakit hingga 0%.

Hasil penelitian Sodlistijono (2015) yang meneliti mengenai ketahanan
anggrek Phalaenopsis amabilis terhadap Fusarium sp. dengan menggunakan
Rhizoctonia mikoriza dataran rendah dan sedang menunjukkan bahwa

terdapat peningkatan ketahanan anggrek P. amabilis sesudah diprainokulasi



Rhizoctonia mikoriza dataran rendah dan sedang yang ditandai dengan

menurunnya persentase serangan Fusarium sp.

Penggunaan jamur mikoriza seperti Rhizoctonia juga dapat dilakukan sebagai
salah satu cara pengendalian hayati terhadap patogen tular udara, Rhizoctonia
tersebut berguna untuk ketahanan terimbas tanaman anggrek terhadap
penyakit busuk daun atau layu fusarium (Agrios, 2005). Rhizoctonia mikoriza
merupakan salah satu kelompok Rhizoctonia spp. yang mampu berasosiasi
dengan anggrek (Hayakawa, et al., 1999). Mikoriza (Rhizoctonia sp.) mampu
bersimbiosis dengan jaringan akar anggrek dan membentuk lilitan hifa yang
menempel padajaringan korteks akar, asosiasi anggrek P. amabilis dengan
Mikoriza (Rhizoctonia sp.) akan berpengaruh pada pertumbuhan anggrek

P.amabilis yang meningkat (Smith & Read, 2008).

Sejauh ini, penelitian mengenai pengaruh inokulasi Rhizoctonia sp. dan
induksi asam salisilat terhadap planlet anggrek P. amabilis belum pernah
dilakukan. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui karakterisasi planlet
anggrek P. amabilis setelah diimbas dengan asam salisilat dan Rhizoctonia
sp. secarain vitro. Hasil penelitian ini nantinya diharapkan mampu
memberikan informasi mengenai karakter yang spesifik terhadap planlet
anggrek P. amabilis setelah diinokulasi Rhizoctonia sp. dan diinduksi asam

salisilat.



B. Tujuan penditian

Tujuan penelitian ini adalah:

1. Mengetahui karakter yang spesifik pada planlet anggrek Phalaenopsis
amabilis setelah diinokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.) dan diinduksi
asam salisilat.

2. Mengetahui interaksi antara asam salisilat dan mikoriza (Rhizoctonia sp.)
terhadap kandungan klorofil a, b dan total, aktivitas enzim peroksidase

dan indeks stomata.

C. Manfaat pendlitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai
karakter yang spesifik pada planlet Phalaenopsis amabilis setelah diinduksi
asam sdlisilat dan diinokulasi Rhizoctonia sp. secara in vitro. Membantu
masyarakat terutama petani anggrek dalam mengembangkan budidaya
tanaman anggrek. Secara ilmiah diharapkan dapat memberikan kontribusi
dalam pengembangan ilmu pengetahuan terutama di bidang pemuliaan dan

penyakit tanaman.

D. Kerangka Pemikiran

Anggrek P. amabilis adalah salah satu jenis tanaman anggrek yang banyak
diminati oleh berbagai kalangan dikarenakan bentuk dan warnanya yang
sangat indah, tetapi disamping keindahannya anggrek bulan memiliki

masal ah dalam pertumbuhan yaitu penyakit layu Fusarium yang disebabkan



oleh jamur Fusarium oxysporum. Jamur F. oxysporum ini menyerang akar
yang terluka dan bersifat sangat mematikan bagi tanaman anggrek. Salah satu
caradternatif pengendalian penyakit yang efektif dan aman terhadap

lingkungan adalah dengan meningkatkan ketahanan tanaman.

Upaya meningkatkan ketahanan tanaman yang tahan terhadap F. oxysporum
dengan daya hasil tinggi merupakan cara alternatif pengendalian penyakit dan
tidak menimbulkan dampak negatif seperti penggunaan pestisida.
Pengembangan ketahanan tanaman terhadap F. oxysporum tersebut dapat
dilakukan dengan metode seleksi in vitro yaitu mengkulturkan eksplan
berupa organ atau jaringan pada medium yang mengandung asam salisilat

dengan konsentrasi selektif.

Asam salisilat merupakan komponen jalur sinyal transduksi yang dapat
menyebabkan ketahanan tanaman pada beberapa patogen. Pada tumbuhan
terbentuknya asam salisilat merupakan suatu bentuk pertahanan terhadap
serangan patogen, ketahanan alami yang terbentuk ini berupa produksi
fitoaleksin dan penambahan sdl lignin, peningkatan aktivitas enzim

peroksidase dan kandungan klorofil.

Penggunaan jamur mikoriza seperti Rhizoctonia sp. juga dapat dilakukan
sebagai salah satu cara pengendalian hayati terhadap patogen tular udara,
Rhizoctonia sp. tersebut berguna untuk ketahanan terimbas tanaman anggrek

terhadap penyakit busuk daun atau layu fusarium. Mikoriza Rhizoctonia sp.



merupakan salah satu kel ompok Rhizoctonia sp. yang mampu berasosiasi
dengan anggrek. Rhizoctonia mampu bersimbiosis dengan jaringan akar
anggrek dan membentuk lilitan hifa yang menempel pada jaringan korteks

akar.

Berdasarkan kerangka pikir di atas, maka dilakukan penelitian tentang
karakterisas planlet anggrek bulan (Phalaenopsis amabilis) hasil inokulasi

Rhizoctonia sp. dan induksi asam salisilat secara in vitro.

E. Hipotesis

Hipotesis penelitian ini sebagai berikut:

1. Terdapat karakter yang spesifik pada planlet anggrek Phalaenopsis
amabilis setelah diinokulasi dengan Rhizoctonia sp. dan diinduks dengan
asam salisilat.

2. Terdapat interaksi antara asam salisilat dan mikoriza Rhizoctonia sp.
terhadap kandungan klorofil a, b dan total, aktivitas enzim peroksidase

dan indeks stomata.



. TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Anggrek Bulan (Phalaenopsis amabilis (L .) Bl.)

1. Klasfikas
Klasifikasi bunga anggrek bulan (Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.) dalam

sistem klasifikasi Cronquist (1981) dan APG Il adalah sebagai berikut :

Divis : Magnoliophyta

Kelas . Liliopsida

Bangsa : Asparagales

Suku : Orchidaceae

Marga . Phalaenopsis

Jenis : Phalaenopsis amabilis (L.) BI.

2. Morfologi Anggrek Bulan
Anggrek bulan memiliki warna bunga putih bersih dengan sedikit varias
kuning dan bintik kemerahan di bibir bunga. Bibir kedua cuping samping
tegak melebar dan bagian tepi depannya berwarna kuning dengan garis
kemerahan (Puspitaningtyas dan Mursidawati, 2010). Bunga

Phalaenopsis amabilis disgjikan pada Gambar 1.



Gambar 1. Bunga Anggrek Bulan (Phalaenopsis amabilis)
(Foto Hatni, diambil di Soerjanto Orchids,Batu, Jawa Timur, 2016)

Anggrek bulan memiliki dua macam akar yaitu akar lekat dan akar udara.
Kedua akar tersebut memiliki fungsi yang berbeda. Akar lekat berfungsi
untuk melekat dan menahan keseluruhan tanaman agar tetap berada di
posisinya, sedangkan akar udara berfungsi untuk menyerap unsur hara
yang diperlukan untuk proses pertumbuhan dan perkembangan tanaman

(Rukmana, 2008).

Batang dari anggrek bulan sangat pendek dan terbungkus oleh seludang
daun. Daunnya berjumlah kurang dari limahelai, berwarna hijau, tebal,
berdaging, berbentuk lonjong bulat telur sungsang atau jorong, melebar
di bagian ujungnya dan berujung tumpul atau sedikit meruncing dengan
panjang 20-30 cm dan lebar 5-8 cm. Bunga anggrek bulan tersusun
dalam tandan dan kadang-kadang bercabang dengan panjang karangan

bunga mencapai 50 cm yang tumbuh menjuntai. Setiap tangkai
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mendukung 10-12 kuntum bunga dengan daun penumpu 5 mm berbentuk
segitiga, bunganya cukup harum dan waktu mekarnya lama. Perhiasan
bunga tersusun membulat dengan diameter 6-10 cm atau lebih dan
mahkotanya bertumpang tindih dengan kelopak tersusun membundar

(Puspitaningtyas dan Mursidawati, 2010).

Sejarah mengenai Anggrek Bulan

Sejarah ditemukannya tanaman anggrek bulan terjadi pada abad ke-17.
Rumphius disebut sebagai orang yang pertamakali menemukan jenis
anggrek bulan di Ambon pada tahun 1750, yang kemudian diberi nama
Epidendrum albummajus. Pada tahun 1973, Linnaeus memberikan nama
Epidendrum amabila pada jenis anggrek bulan di Nusakambangan, yang
kemudian diberi nama Phalaenopsis amabilis. Sgjak saat itu sampai
sekarang, anggrek bulan dikategorikan dalam marga Phalaenopsis

(Rukmana, 2008).

Anggrek bulan (Phalaenopsis amabilis) merupakan peringkat pertama
dari 10 besar pasar bunga potong Internasional, dikarenakan anggrek
bulan merupakan tanaman hias anggota suku Orchidaceae yang banyak
disuka oleh konsumen di seluruh dunia dan bernilai ekonomi tinggi baik
sebagai tanaman pot atau sebagai bunga potong. Nilai ekonomi bunga
anggrek ditentukan dari warna, bentuk, keindahan, ukuran dan

keseringannya berbunga serta anggrek bulan menduduki peringkat
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pertamadari 10 besar pasar bunga potong internasional tersebut (Martin

dan Madassery, 2006).

Anggrek bulan adalah salah satu jenis dari marga Phalaenopsis yang
berperan sebagai induk karena dapat menghasilkan berbagai keturunan
atau hibrida. Keistimewaan lainnya yaitu dapat berbunga sepanjang tahun

dengan masa rata-rata berbunga selama satu bulan (Iswanto, 2010).

4. Syarat Tumbuh Anggrek Bulan
Anggrek bulan hidup atau dapat tumbuh di daerah yang teduh dan
lembab, dari dataran rendah sampai pegunungan yang umumnya pada
ketinggian 50-600 mdpl dan dapat berkembang dengan baik pada
ketinggian 700-1.100 mdpl. Anggrek bulan termasuk anggrek epifit
monopodial yang tumbuh menjuntai. Walaupun tumbuh di daerah tropis,
anggrek ini membutuhkan sedikit cahaya matahari (12.000-20.000 |ux)
sebagai penunjang hidupnya karenatidak tahan terhadap sengatan
matahari langsung. Kelembapan udara yang diperlukan rata-rata 70-80%

dengan suhu udara hangat di bawah 29 °C (Puspitaningtyas dan

Mursidawati, 2010).

B. Penyakit Layu Fusarium

Penyakit layu Fusarium disebabkan oleh cendawan Fusarium oxysporum,
cendawan ini menyerang tanaman yang dapat menyebabkan jaringan xilem

tampak berwarna coklat. Cendawan pada tanaman akan membentuk
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polipeptida likomarasmin yang menghambat permeabilitas membran plasma
pada jaringan tanaman sehingga mengganggu proses penyerapan air dan zat
hara pada tanaman. Cendawan ini dapat bertahan di dalam tanah, berkas
pengangkut, biji dan sisatanaman yang mati serta penularan cendawan dari
satu tanaman ke tanaman lain dengan mudah yaitu dapat melalui kontak akar,

alat pertanian, angin, air hujan dan binatang (Pitojo, 2005).

F. oxysporum adalah cendawan tanah yang dapat bertahan lama dalam tanah
sebagai klamidospora dan banyak ditemukan dalam akar-akar yang sakit.
Cendawan dapat bertahan juga pada akar bermacam-macam rumput dan pada
tanaman marga Heliconia. Jamur F. oxysporum menyerang melalui akar
terutama akar yang luka. Baik luka mekanis maupun luka yang disebabkan
nematoda Radophulus similis, tetapi tidak bisa masuk melalui batang atau

akar rimpang, meskipun bagian ini dilukai (Semangun, 1996).

Cendawan F. oxysporum dapat bertahan hidup pada tanah dengan kisaran pH
4,5-6,0, tumbuh dengan baik pada biakan murni dengan pH 3,6 — 8,4,
sedangkan untuk perkembangan spora pH optimum sekitar 5,0. Suhu
optimum untuk pertumbuhan cendawan F. oxysporum adalah 20-30 °C
maksimum pada 37 ° C atau suhu minimum sekita 5 °C, sedangkan optimum

untuk perkembangan spora adalah 20-25 °C (Djaenuddin, 2011).
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Penyakit tanaman yang disebabkan oleh cendawan F. oxysporum sangat
merugikan dan berbahaya bagi tanaman, pada tanaman yang masih muda
serangan penyakit layu Fusarium akan menyebabkan tanaman mati secara
mendadak karena terjadinya kerusakan pada pangkal batang. Tanaman yang
terserang F. oxysporum juga akan menunjukkan gejala-gejala penyakit awal
seperti tulang-tulang daun yang pucat, terutama pada daun-daun bagian atas
dan diikuti dengan menggulungnya daun yang lebih tua kemudian tangkai
daun merunduk sehingga tanaman menjadi layu keseluruhan (Semangun,

2001).

Penyakit layu Fusarium ini dapat menyerang berbagai jenis tanaman, antara
lain tomat, kentang dan tanaman hias seperti krisan, gladiol, lili, tulip dan
anyelir. Bagian tanaman yang diserang oleh cendawan F. oxysporum adalah
ujung akar lateral atau ujung akar utama dan akan bergerak secaraintraseluler

atau interseluler dalam jaringan parenkim (Lestari dan Mariska, 2006).

C. Mikoriza (Rhizoctonia sp.)

Mikoriza (Rhizoctonia sp.) merupakan salah satu kelompok Rhizoctonia
Spp. yang mampu berasosiasi dengan anggrek (Hayakawa et al., 999).
Mikoriza (Rhizoctonia sp.) mampu bersimbiosis dengan jaringan akar
anggrek dan membentuk lilitan hifa yang menempel padajaringan korteks
akar. Asosiasi tersebut terjadi pada saat embrio membentuk akar dan tunas
dikenal dengan protocorm. Protocorm akan berkembang menjadi tanaman

yang sempurna yang dikenal sebagai plantlet dan jaringan hifa Mikoriza
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(Rhizoctonia sp.) akan berada di bagian korteks akar anggrek membentuk
peloton (Smith & Read, 2008). M ekanisme mikoriza menginfeks sistem
perakaran tanaman inang, memproduksi jalinan hifa secaraintensif sehingga
tanaman yang mengandung mikoriza akan mampu meningkatkan kapasitas

dalam penyerapan unsur hara (Iskandar, 2001).

Tanaman anggrek merupakan salah satu tanaman yang memerlukan infeksi
jamur mikoriza untuk melengkapi siklus hidupnya (Andersen & Rasmussen,
1996). Mikoriza (Rhizoctonia sp.) berasosiasi dengan jaringan akar anggrek
dengan cara membentuk gulungan hifa atau “peloton” (Peterson &
Farquhar, 1994). Adanya mikoriza pada tanaman memiliki banyak manfaat
yang sangat besar bagi tanaman tersebut seperti dalam membantu
meningkatkan penyerapan unsur-unsur hara dan nutrisi yang penting bagi

tanaman (Satter et al., 2006).

Mikoriza (Rhizoctonia sp.) yang mampu berasosiasi dengan akar anggrek
adal ah Rhizoctonia binukleat. Rhizoctonia jenisini sering digunakan sebagai
agen pengendali hayati karena bersifat hipovirulen (Suryanti et al., 2009).
Cara kerja Rhizoctonia binukleat hanya menginfeksi bagian sel epidermis
yang mana dinding selnya kaya akan endapan elektron, lignin, suberin
maupun senyawa-senyawa fenolat yang sering berperan dalam proses

pertahanan terhadap patogen (Kasiamdari, 2000).
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Salah satu cara pengendalian hayati terhadap patogen tular udara adalah
dengan menggunakan jamur mikoriza seperti Rhizoctonia sp. untuk
mengimbas ketahanan tanaman anggrek terhadap penyakit busuk daun
berupa pengendalian terhadap patogen dengan memanfaatkan agen biologi
yang bersifat non virulen yang diprainokulasikan pada tanaman, sehingga
dapat menyebabkan terjadinya peningkatan ketahanan terhadap patogen

utama (Agrios, 2005).

Asam Salisilat

Asam salisilat termasuk dalam kelompok senyawa fenolik yang banyak
berperan dalam respon tanaman terhadap penyakit dan juga mempengaruhi
pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Rivas dan Plasencia, 2011).
Asam salisilat memiliki rumus molekul CgHsCOOHOH berbentuk kristal
kecil berwarna merah muda terang hingga kecokelatan yang memiliki berat
molekul sebesar 138,123 g/mol dengan titik leleh sebesar 156 °C dan
densitas pada 25 °C sebesar 1,443 g/ml (Purnomo dkk., 2007). Asam
salisilat atau asam benzoat orto-hidroksi dapat mempengaruhi berbagai
proses fisiologis dan proses biokimia pada tanaman dan memiliki peran
penting dalam proses pertumbuhan dan produktivitas tanaman (Javaheri et

al., 2012).
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Asam salisilat memiliki struktur bangun kimia seperti yang disgjikan pada

Gambar 2 berikut.

O OH

OH

Gambar 2. Struktur Asam Sdlisilat (Fessenden dan Fessenden, 1986)
Asam salisilat mampu menghambat pergerakan virus dari satu sel ke sel
lainnya dan pergerakan virus secara sistemik ke seluruh bagian tanaman
(Murphy et al., 2001), sehingga pergerakan virus pada tanaman tembakau
dapat terhambat (Naylor et al., 1998). Perlakuan asam salisilat dapat
menghambat genom replikasi Tobacco Mosaic Virus (TMV) pada daun
tembakau rentan yang diinokulasi, sehinggaterjadi penundaan gejala sistemik
pada semua bagian tanaman (Hoerussalam dkk., 2013). Berdasarkan hasil
penelitian Murphy et al. (2001) menunjukkan bahwa asam salisilat
merupakan sinyal transduksi yang salah satu cabangnya mengaktifkan PR-

protein, termasuk peroksidase.

Kultur In vitro

Kultur in vitro adalah suatu metode menumbuhkan tanaman berupa eksplan
atau planlet dalam keadaan steril dan lingkungan yang dikondisikan. Istilah
kultur jaringan atau kultur in vitro digunakan untuk menjelaskan semua

prosedur kultur tanaman yang dilakukan secara aseptik menyangkut
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pertumbuhan protoplas tanaman, sel, jaringan, organ, embrio, dan

pertumbuhan planlet (Struik, 1991).

Adanya metode kultur jaringan didasarkan pada alasan bahwa suatu
tanaman dapat dipisahkan ke dalam bagian-bagian komponennya (organ,
jaringan, atau sel) yang dapat dimanipulasi secara in vitro kemudian
ditumbuhkan kembali menjadi tanaman yang lengkap (Caponetti et al .,

2005).

Schleiden dan Schwann mengemukakan bahwa prinsip dasar kultur jaringan
yaitu sel tumbuhan memiliki sifat autonom (mampu mengatur rumah
tangganya sendiri; metabolisme, tumbuh dan berkembang secara
independen) dan totipotensi (kemampuan beregenerasi menjadi tanaman
lengkap). Perkembangan kultur jaringan sebagal teknik baru dalam bidang
biologi mempunyai kaitan erat dengan perkembangan bioteknologi.
Penerapan kultur jaringan dalam bidang industri (bioteknologi) antaralain
produksi tanaman bebas virus, tanaman tahan kekeringan, dan produksi zat-
zat akaloid untuk industri farmasi seperti alkaloid, glikosida jantung, anti

tumor kodeina (Nurcahyo, 2011).

Bentuk fisik medium kultur jaringan berupa medium padat, semi padat, dan
cair. Kondisi fisik medium dapat berpengaruh pada pertumbuhan kultur dan
laju pembentukan tunas. Medium tumbuh untuk perbanyakan tanaman

dengan kultur jaringan mengandung komposisi garam anorganik, zat



18

pengatur tumbuh, dan bentuk fisik medium. Medium berfungsi untuk
penyediaan air, hara mineral, vitamin, zat pengatur tumbuh, dan proses
pembuangan sisa metabolisme tanaman pada proses regenerasi kultur

jaringan (Wattimena dkk., 1992).

Tanaman yang dikembangkan dengan teknik kultur jaringan secarain vitro
pertumbuhannya dipengaruhi oleh faktor-faktor lingkungan yang
berpengaruh terhadap perkembangan kultur jaringan antaralain pH,
kelembapan, cahaya, dan temperatur. Faktor lingkungan tersebut
berpengaruh terhadap proses pertumbuhan dan diferensiasi sel-sel

(Nugroho, 2010).

K etahanan Terimbas

K etahanan terimbas adal ah pengaktifan ketahanan alami tanaman seperti
produksi fitoaleksin dan penambahan sel lignin, peningkatan aktivitas enzim
peroksidase dan kandungan klorofil untuk pertahanan tanaman terhadap
infeksi patogen. Reaksi biokimiayang terjadi di dalam sel atau jaringan
mampu menghasilkan senyawa toksin terhadap patogen atau menciptakan
kondisi yang menghambat pertumbuhan patogen di dalam tanaman (Agrios,

2005).
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K etahanan terimbas merupakan pengendalian terhadap patogen dengan
memanfaatkan agen biologi yang bersifat non virulen yang di prainokulasi
kan pada tanaman, sehingga dapat menyebabkan terjadinya peningkatan
ketahanan terhadap patogen utama (Agrios, 2005). Mekanisme ketahanan
terimbas atau Induced Resistance adalah prainokulasi tanaman dengan
berbagai agensiafisik, kimia, dan hayati yang dapat menyebabkan
perubahan reaksi penyakit yang diakibatkan oleh inokulasi berikutnya

dengan patogen sasaran (Misaghi, 1982).

K etahanan terimbas terhadap patogen ditunjukkan dengan ketahanan suatu
tanaman terhadap infeksi patogen dengan cara dapat membatasi aktivitas
patogen, sehingga patogen tidak dapat berkembang dan tidak dapat
menyebabkan kerusakan yang berarti (Agrios, 2005). K etahanan terimbas
secara kimia ditunjukkan dengan terbentuknya senyawa kimia yang mampu
mencegah pertumbuhan dan perkembangan patogen, dapat berupa
Pathogenesis Related- protein ( PR-protein) metabolit sekunder berupa
alkaloida, fenal, flavonida, glikosida, fitoal eksin dan sebagainya (Chairul,
2000 dalam Chairul, 2003). Tanaman tahan pada umumnya mengandung
senyawa kimia tersebut dengan konsentrasi lebih tinggi dari pada tanaman

tidak tahan (Mansfield, 2000; Agrios, 2005).
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Tumbuhan yang terserang patogen akan merespons dengan membentuk
suatu ketahanan yang disebut ketahanan terimbas. Menurut Campbell dan
Jane (2008) tahap-tahap proses ketahanan terimbas adalah sebagai berikut.
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 infeks patogen untuk membatasi
penyebaran patogen. Respons hipersensitif juga menginduksi produksi
PR- protein, salah satunya adalah enzim peroksidase yang berperan
penting dalam proses lignifikasi dan sebagian besar merupakan enzim
yang menghidrolisis komponen dinding sel patogen.
3. Resistens sistemik yang diperoleh
Sebelum sel-sel yang terisolasi (sel yang terinfeksi) mati, sel-sel tersebut
mengirim sinyal berupa asam metil salisilat ke seluruh tubuh tumbuhan,
kemudian asam metil salisilat diubah menjadi asam salisilat di bagian
yang jauh dari bagian yang terinfeksi, pada proses ini resistensi sistemik
yang diperoleh teraktivasi. Asam salisilat dalam hal ini berperan
menginfeksi jalur tranduks sinyal untuk menginduksi produks PR

protein dan resistensi terhadap serangan patogen.
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G. Stomata

Stomata merupakan celah dalam epidermis yang dibatasi oleh sel penutup.
Sel penutup mengatur pelebaran dan penyempitan celah. Terdapat sel
tetangga pada stomata yaitu sel yang mengelilingi stomata. Sel ini berperan
dalam perubahan osmotik yang menyebabkan gerakan sel penutup dalam

mengatur lebar celah (Hidayat, 1995).

Stomata berperan dalam proses transpirasi dan fotosintesis. Stomata berfungs
sebagai tempat terjadinya pertukaran gas dan air antara atmosfer dengan
sistem ruang antar sel yang berada pada jaringan mesofil di bawah epidermis
(Pharmawati dkk., 2008). Stomata mempunyai peran penting sebagai aat
dalam adaptasi somaklon yang tahan kekeringan, kerapatan stomata dapat

mempengaruhi fotosintesis dan transpirasi pada tanaman (Lestari, 2006).

Stomata pada umumnya terdapat pada permukaan bawah daun, tetapi pada
beberapa jenis tumbuhan stomata berada di permukaan atas dan bawah daun.
Tipe stomata dibedakan menjadi empat yaitu anomositik, anisositik, parasitik,
dan diasitik (Lakitan, 1993). Letak atau kedudukan stomata terhadap sel
tetangga, arah membukanya stomata, bentuk stomata, jumlah sel epidermis
dan stomata, jarak antar stomata dan panjang sel epidermis pada setiap jenis

tumbuhan dapat berbeda-beda (Rompas et al., 2011).



1. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Pendlitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2016 sampai dengan bulan
Januari 2017 di Laboratorium Botani (ruang penelitian in vitro), Jurusan
Biologi, Fakultas Matematika dan [Imu Pengetahuan Alam, Universitas

Lampung.

B. Alat dan Bahan Pendlitian

1. Alat — alat Penelitian
Alat- alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alumunium foil,
Autoclave, Laminar Air Flow Cabinet (LAF) ESCO, pinset, scalpel, mata
pisau scalpel, kertasfilter, 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 reaks,

timbangan analitik Ohaus, tisu, waterbatt, dan kamera Canon A2500.
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2. Bahan - bahan penedlitian
Bahan yang digunakan adalah planlet Phalaenopsis amabilis steril dalam
botol kultur yang diperoleh dari Soerjanto Orchids, Batu, Jawa Timur,
mikoriza Rhizoctonia sp. dari Temanggung, Jawa Tengah, asam salisilat
(AS) yang diproduksi oleh Darmstadt Germany, alkohol 70 %, akuades,
Benzine Amino Purine (BAP), Indole-3-Acetic Acid (IAA), sukrosa,
Plant Preservative Mixture (PPM), Kalium Hidroksida (KOH), Asam
Chlorida (HCI), Formalin Aseto Alkohol (FAA), safranin, anilin blue,
serta bahan kimia medium VW (Vacin & Went) padat yang komposisinya

disgjikan dalam Lampiranl.

C. Rancangan Percobaan

Rancangan Penelitian ini disusun dengan pola dasar Rancangan Acak
Lengkap Faktorial (RALF) dengan duafaktor, yaitu inokulasi Rhizoctonia
mikoriza dengan 2 taraf : V (tidak diinokulasi Rhizoctonia mikoriza) dan V1
(diinokulasikan Rhizoctonia mikoriza) dan konsentrasi asam salisilat yang
terdiri atas 4 taraf: 0 ppm, 85 ppm, 95 ppm, dan 105 ppm. Masing-masing
konsentrasi dilakukan 4 kali ulangan dan setiap ulangan terdiri dari 2 eksplan
P. amabilis dalam setiap botol kultur. Tata letak satuan percobaan seleks
planlet P. amabilis secarain vitro disgjikan dalam Tabel 1 dan kode

perlakuan satuan percobaan disgjikan pada Tabel 2.



Tabel 1. Tataletak satuan percobaan

ViAs | ViAo | V1A3z | VoA1 | VoA | ViA2 | VA2 | VoA,
U4 U4 Us U, U4 U, U4 U4
ViA1 | VoA1 | ViAo | VoAsz | VoAz | V1AL | VAo | VoAs
U, U1 U, U1 U4 U1 U, Us
ViAs | ViA3 | VoAo | V1A2 | VoA1 | VoAg | ViA2 | ViIA,
U, U1 U1 U4 Us Us Us U4
Vi1A1 | VoA2 | VoAs | VoA | ViAo | ViA2 | ViAo | VoA?
Us U, U, U, Us U, U, Us
Keterangan :
Vo = Tidak diinokulasi dengan Rhizoctonia mikoriza U, = Ulangan ke 1
Vi = Inokulasi dengan Rhizoctonia mikoriza U, = Ulangan ke 2
Ao = Asam sdlisilat konsentrasi O ppm Us = Ulangan ke 3
A = Asam sdlisilat konsentrasi 85 ppm Uy = Ulangan ke 4
As = Asam sdlisilat konsentrasi 95 ppm
Az = Asam sdlisilat konsentrasi 105 ppm

Tabel 2. Kode perlakuan satuan percobaan
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Kode Perlakuan Perlakuan Inokulas Taraf Konsentras
Asam Salisilat

VoAo Tidak diinokulasi Rhizoctonia 0 ppm
VoA1 Tidak diinokulasi Rhizoctonia 85 ppm
VoA2 Tidak diinokulasi Rhizoctonia 95 ppm
VoA3 Tidak diinokulasi Rhizoctonia 105 ppm
ViAo Diinokulasi Rhizoctonia 0 ppm
VA1 Diinokulasi Rhizoctonia 85 ppm
V1A, Diinokulasi Rhizoctonia 95 ppm
VA3 Diinokulasi Rhizoctonia 105 ppm

Keterangan :

Vo = Tidak diinokulasi dengan Rhizoctonia mikoriza

Vi, = Inokulasi dengan Rhizoctonia mikoriza

Ao = Asam sdlisilat konsentrasi O ppm

A = Asam sdlisilat konsentrasi 85 ppm

A, = Asam sdlisilat konsentrasi 95 ppm

Az = Asam sdlisilat konsentrasi 105 ppm
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D. Bagan Alir Penedlitian

Penelitian ini terdiri atas beberapa tahap, yaitu: 1) Pemberian isolat
Rhizoctonia sp. dalam medium Vacin & Went (VW); 2) Penentuan kisaran
konsentrasi asam salisilat untuk perendaman akar planlet P. amabilis
sebelum penanaman dalam medium VW; 3) Penanaman planlet anggrek
P.amabilis ke dalam medium VW yang sudah diinokulasi dengan
Rhizoctonia sp. secarain vitro; 4) Penentuan pengaruh inokulasi Rhizoctonia
sp. dan asam salisilat terhadap planlet anggrek P. amabilis; 5) Analisis
karakter yang spesifik pada planlet anggrek P. amabilis meliputi persentase
jumlah planlet yang hidup, visualisas planlet, analisis aktivitas enzim
peroksidase, indeks stomata dan kandungan klorofil a, klorofil b dan klorofil
total. Tahap penelitian disgjikan dalam bentuk bagan alir seperti tercantum

pada Gambar 3.
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Perlakuan I ndikator Luaran
Pembuatan media Medium yang baik Medium berjumlah
tanam menggunakan tidak mengandung banyak untuk stok
medium VW kontaminan subkultur
Inokulasi Inokulasi yang baik Inokulasi berjumlah
Rhyzoctonia sp. tidak mengandung banyak untuk stok
dalam medium VW kontaminan subkultur

4

4

!

Perendaman akar

Planlet anggrek P.

Planlet anggrek P.

planlet P.amabilis amabilis tidak amabilis berjumlah
dalam asam sdlisilat menunjukkan banyak untuk stok
pada berbagai adanya kelayuan pengujian
konsentrasi

Penanaman planl et Terjadinya Terbentuknya
anggrek pertumbuhan daun ketahanan planlet
Phalaenopsis dan akar serta anggrek P.amabilis
amabilis kedalam ketahanan tanaman, hasil pengimbasan
medium VW hasil planlet yang tahan Rhizoctonia

inokulasi
Rhizoctonia mikoriza

tidak menunjukkan
kelayuan

mikoriza dan asam
salisilat

4

Karakterisasi
planlet: analisis
aktivitas enzim
peroksidase, indeks
stomata dan
kandungan klorofil
total, klorofil a dan
klorofil b.

d

I

Munculnya karakter
spesifik planlet
anggrek P.amabilis
padaanalisis
aktivitas enzim
peroksidase, indeks
stomata dan
kandungan klorofil

Gambar 3 . Bagan alir penelitian

Meningkatnya
aktivitas enzim
peroksidase, indeks
stomata dan
kandungan klorofil
pada planlet anggrek
P.amabilis
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E. Pedaksanaan Penditian

Pel aksanaan penelitian meliputi beberapa langkah sebagai berikut.

1. Persiapan medium

Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah Vacint & Went
(VW) padat. Pembuatan medium tanam VW sebanyak 1 liter adalah
dengan cara memipet sgjumlah 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 HCI 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/I.
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
mi/botol. Sterilisasi medium menggunakan autoklaf dengan tekanan
17,5 psi, 121 °C selama 15 menit. Medium diinkubasi selama 7 hari pada
suhu kamar (25 °C) apabila dalam waktu 7 hari tidak terjadi kontaminasi

pada medium, maka medium dapat digunakan.



2.

3.
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Inokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.)

Inokulasi Rhizoctonia sp. dilakukan secara langsung pada medium
tanam P. amabilis secarain vitro dengan menambah larutan isolat
Rhizoctonia sp. sebanyak 0,1 ml dengan konsentrasi 2,3 x 10° sel/m
yang dimasukkan pada medium VW dan diinkubasi pada suhu kamar

selama 72 jam (Komunikasi pribadi).

Induksi planlet anggrek Phalaenopsis amabilis dengan asam
salisilat

Asam sdlisilat dilarutkan terlebih dahulu dengan akuades pada
konsentrasi tertentu disaring menggunakan syringe filter yang
mempunyai diameter 0,45 pm sebanyak 2 kali, dilanjutkan filter
berdiameter 0,22 ym satu kali. Penyaringan dilakukan dalam ruang
steril didalam LAF Cabinet. Kemudian asam salisilat diencerkan
dengan 4 konsentrasi yaitu O ppm, 85 ppm, 95 ppm dan 105 ppm.
Eksplan yang digunakan dalam penelitian ini berupa planlet steril.
Planlet-planlet tersebut dikeluarkan dari botol kultur menggunakan
pinset steril dan satu-persatu diletakkan di atas cawan petri
berdiameter 10 cm, kemudian planlet dipilah satu-persatu dan
selanjutnya dilakukan perendaman akar planlet Phalaenopsis amabilis

selama 2 menit.
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4. Penanaman Planlet Pada Medium Pendlitian

Planlet anggrek P. amabilis yang telah diinduksi dengan asam salisilat
kemudian ditanam pada masing-masing botol kultur yang berisi
medium VW yang sudah diinokulasi dengan Rhizoctonia sp. Masing -
masing perlakuan dilakukan 4 kali ulangan dan setiap ulangan terdiri

dari 2 eksplan dalam setiap botol kultur.

Pengamatan

Pengamatan dilakukan selama 2 minggu setelah penanaman untuk
mengetahui pengaruh inokulasi Rhizoctonia mikoriza dan induksi asam
salisilat terhadap planlet anggrek Phalaenopsis amabilis secarain vitro
dengan parameter sebagai berikut.
1. Persentase Jumlah Planlet Hidup
Rumus yang digunakan untuk menghitung jumlah planlet P.amabilis
yang hidup yaitu:

Jumlah planlet hidup

x 100%
Jumlah seluruh planlet

(Nurcahyani dkk., 2014)

2. Visualisas planlet
Visualisas planlet diamati dengan warna tunas yang terbentuk dengan

klasifikasi sebagai berikut: hijau, hijau dengan bagian tertentu berwarna
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cokelat, cokelat. Data visuaisas planlet disajikan dalam bentuk
persentase, yang dihitung dengan rumus sebagai berikut.

Jumlah planlet berwarna hijau/ hijau cokelat/ cokelat
x 100%

Jumlah seluruh planlet

(Nurcahyani dkk., 2014)

Analisis Aktivitas Enzim Peroksidase

Aktivitas enzim peroksidase dianalisis dengan metode dari Saravanan et
al. (2004). Dibuat campuran 1,5 ml 0,05 M pirogalol, 0,5 ml ekstrak
enzim dari daun planlet P. amabilis dan 0,5 ml 1% H202. Campuran
diendapkan dalam suhu kamar dan dimasukkan ke dalam kuvet
berukuran 0,5 ml. Spektrofotometer (Shimudzu UV 800) diatur dengan
panjang gelombang 420 nm dan dibaca dari nol. Aktivitas enzim
dihitung dalam U/mg/min. Satu unit adalah aktivitas berubahnya OD

420 nm pada spektrofotometer per menit.

Analisi kandungan klor ofil

Bahan untuk analisis kandungan klorofil menggunakan daun planlet
anggrek P. amabilis yang sudah diberikan perlakuan inokulas
Rhizoctonia sp. dan asam salisilat, menggunakan metode Miazek
(2002) dengan spektrofotometer. Daun planlet anggrek P. amabilis
sebanyak 0,1 g dihilangkan ibu tulang daunnya, digerus dengan mortar,

ditambahkan 10 ml ethanol 95%. Larutan disaring dengan kertas saring
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dan dimasukkan ke dalam flakon lalu ditutup rapat. Larutan sampel
dan larutan standar ethanol 95% di ambil sebanyak 1 ml, dimasukkan
dalam kuvet. Setelah itu dilakukan pembacaan serapan dengan
spektrofotometer UV pada panjang gelombang (A) 648 nm dan 664 nm,
dengan tigakali ulangan setiap sampel.

Kadar klorofil dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut.
Klorofila  =13,36 A664 — 5,19 A648(V/W x 1000)

Klorofilb  =27,43 A\648 — 8,12 \664(V/W x 1000)

Klorofil total = 5,24 A664 + 22,24 A648(V/W x 1000) (Miazek, 2002).

Analisisindeks stomata

Pembuatan preparat stomata dengan metode Ruzin (1999) sebagai
berikut. Dibuat potongan-potongan segi empat dari daun planlet
anggrek P. amabilis dengan sisi + 5 mm dan dimasukkan ke dalam
tabung berisi larutan klorahidrat dalam air (5:1). Tabung dipanasi
dalam waterbath selama £+ 10-15 menit hingga potongan daun tersebut
transparan. Potongan daun diletakkan dalam larutan khloralhidrat pada
gelas benda. Permukaan yang ada stomatanya dil etakkan disebel ah atas,
kemudian ditutup dengan gelas penutup. Preparat diamati pada 3 bagian
daerah yang berlainan. Tiap sel epidermis (E) ditandai dengan (x), tiap

stomata (S) ditandai dengan (O).
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Indeks stomata besarnya dihitung dengan rumus :

S
IS :{—} x 100%
E+S

Hasil akhir adalah rata-rata dari 4 buah pengamatan.
Analisis Data

Data yang diperoleh dari pertumbuhan planlet P. amabilis selama seleksi
dengan inokulasi Rhizoctonia sp. dan induksi asam salisilat terhadap planlet
anggrek P. amabilis berupa data kualitatif dan data kuantitatif. Data
kualitatif disajikan dalam bentuk deskriptif komparatif dan di dukung foto.
Data kuantitatif dari setiap parameter diuji homogenitas berdasarkan uji
Levene dan kemudian dianalisis dengan menggunakan analisis ragam pada
taraf nyata5% dan uji lanjut dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) pada

taraf nyata 5%.



V. KESIMPULAN

A. Simpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari hasil penelitian ini meliputi :

1. Planlet anggrek Phalaenopsis amabilis (L.) Bl. yang diinokulas
Rhizoctonia sp. dan diinduksi asam salisilat pada berbagai konsentrasi
memiliki karakter yang berbeda dibandingkan kontrol.

a. Kandungan klorofil a b dan total pada daun anggrek P.amabilis
mengalami peningkatan dengan semakin meningkatnya konsentrasi
asam sdlisilat. Konsentrasi asam salisilat yang toleran adalah 105 ppm.

b. Aktivitas enzim peroksidase pada planlet P. amabilis mengalami
peningkatan dengan semakin meningkatnya konsentrasi asam salisilat.
Konsentrasi asam salisilat yang toleran adalah 105 ppm.

c. Indeks stomata pada daun planlet P.amabilis yang diberi perlakuan
induksi asam salisilat dengan konsentrasi 105 ppm tanpa diinokulasi
Rhizoctonia sp. menunjukkan nilai indeks stomata tertinggi.

2. Terdapat interaksi antara asam salisilat dengan Rhizoctonia sp. terhadap

indeks stomata daun planlet P. amabilis.



55

B. Saran
Perlu dilakukannya penelitian lanjutan untuk mengetahui konsentrasi
mikoriza (Rhizoctonia sp.) yang lebih efektif terhadap pertumbuhan tanaman
Anggrek Bulan (Phalaenopsis amabilis) dan karakter spesifik yang lainnya
seperti kandungan fenol, kandungan karbohidrat dan karakter molekular:

analisis DNA dan profil protein.
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