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ABSTRAK

KARAKTERISASI PLANLET ANGGREK CATTLEYA
(Cattleya sp. Lindl.) HASIL INDUKSI ASAM SALISILAT DAN
INOKULASI MIKORIZA (Rhizoctonia sp.) SECARA IN VITRO

Oleh

Adhe Rahma Putri

Anggrek Cattleya (Cattleya sp. Lindl.) adalah salah satu jenis anggrek yang
banyak digemari karena memiliki keistimewaan dari bentuk, ukuran, maupun
warna bunganya. Hal inilah yang menjadikan anggrek Cattleya cukup banyak
dibudidayakan di Indonesia. Kendala dalam budidaya anggrek Cattleya adalah
adanya penyakit layu yang disebabkan oleh jamur Fusarium oxysporum. Salah
satu pengendalian yang efektif dalam mencegah infeks jamur Fusarium
oxysporum adalah dengan meningkatkan ketahanan tanaman. Peningkatan
ketahanan tanaman anggrek Cattleya dapat dilakukan dengan cara mengimbas
agen penginduks ketahanan tanaman seperti asam salisilat dan mikoriza
(Rhizoctonia sp.) pada planlet anggrek Cattleya secara in vitro. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui karakter ekspresi planlet anggrek Cattleya setelah
diinduks asam sdlisilat dan diinokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.) dan untuk
mengetahui interaks antara asam salisilat dan mikoriza (Rhizoctonia sp.) pada
setigp karakter ekspresi planlet anggrek Cattleya. Penelitian ini dilaksanakan
dengan Rancangan Acak Lengkap Faktorial (RALF) yang terdiri dari dua faktor,
yaitu induksi asam salisilat dengan 4 taraf konsentrasi : 0 ppm, 90 ppm, 100 ppm,
dan 110 ppm dan inokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.) dengan 2 taraf : tidak
diinokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.) dan diinokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.).
Data yang diperoleh dihomogenkan dengan menggunakan uji Levene kemudian
dianalisis menggunakan Analiss Ragam pada taraf nyata 5% dan uji lanjut
dengan BNT (Beda Nyata Terkecil) pada taraf nyata 5%. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa karakter ekspresi planlet anggrek Cattleya berupa aktivitas
enzim peroksidase dan indeks stomata meningkat sejalan dengan meningkatnya
konsentrasi asam salisilat dan inokulas mikoriza (Rhizoctonia sp.). Terdapat
interaksi antara asam salisilat konsentrasi 110 ppm dan mikoriza (Rhizoctonia sp.)
terhadap indeks stomata daun planlet anggrek Cattleya.

Katakunci: Anggrek Cattleya (Cattleya sp. Lindl.), Penyakit Layu Fusarium,
Asam Sdlisilat, Mikoriza (Rhizoctonia sp.).
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|. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Salah satu tanaman yang memiliki keragaman varietas adalah tanaman
anggrek. Anggrek adalah tanaman yang memiliki bentuk, warna, dan ukuran
bunga yang beragam, sehingga tanaman ini sangat indah untuk dipandang
(Ramadiana et al., 2008) dan menciptakan dayatarik tersendiri bagi para

pecinta anggrek (Mattjik, 2010).

Anggrek merupakan salah satu komoditas tanaman hortikultura yang
mempunyai peranan penting dalam pertanian, khususnya tanaman hias
(Widyas, 2009). Sebagai tanaman hias, anggrek memiliki nilai ekonomi yang
tinggi, sehingga banyak masyarakat luas yang tertarik untuk memiliki

tanaman ini (Ramadiana et al., 2008).

Pada tahun 2015, volume ekspor tanaman anggrek mengalami penurunan dari
tahun 2014. Volume ekspor tanaman anggrek pada tahun 2015 yaitu sebesar
35,94 ton. Volume ini menurun dari volume ekspor tanaman anggrek pada
tahun 2014 yaitu sebesar 52,65 ton. Penurunan volume ekspor ini

dikarenakan jumlah negara tujuan ekspor berkurang (BPS, 2016).



Perkembangan produksi tanaman anggrek di Indonesia masih relatif lambat.
Rendahnya produktivitas dan kualitas anggrek Indonesia menyebabkan
tanaman ini belum dapat bersaing di pasar internasional (Widiastoety dan
Nurmalinda, 2010). Hal inilah yang menyebabkan menurunnyavolume

ekspor tanaman anggrek dari Indonesia.

Menutut Balithi (2010), peningkatan kualitas tanaman anggrek perlu
dilakukan agar tanaman anggrek dapat bersaing dalam era globalisasi. Usaha
dalam meningkatkan kualitas tanaman anggrek dilakukan dengan metode non
konvensional melalui bioteknologi. Melalui bioteknologi dapat diperoleh

tanaman yang resisten terhadap patogen tanpa mengubah kualitas.

Jenis tanaman anggrek yang banyak dikenal di Indonesia adalah anggrek
Cattleya. Anggrek ini mendapat julukan ratu anggrek karena memiliki
bentuk dan warna bunga yang anggun seperti halnya seorang ratu (Rahmatia
dan Pitriana, 2007). Anggrek Cattleya merupakan salah satu jenis tanaman

epifit yaitu tanaman yang hidup menempel pada pohon lain (Iswanto 2010).

Anggrek Cattleya memiliki banyak jenis yang merupakan hasil persilangan.
Persilangan tersebut dapat dilakukan baik antar jenis maupun antar marga
(Rahmatia dan Pitriana, 2007). Ciri khas yang dimiliki anggrek Cattleya
adalah ukuran bunga yang besar dan warna bunga yang sangat beragam

(Iswanto 2010).



Peningkatan kualitas anggrek Cattleya perlu dilakukan agar dapat
menghasilkan tanaman yang resisten terhadap patogen dan dapat
meningkatkan persaingan di pasar nasional maupun internasional. Tanaman
anggrek sering mendapatkan serangan penyakit busuk lunak yang sangat
merusak dan mengakibatkan penurunan produksinya (Wu et al., 2011).
Serangan penyakit tersebut biasanya disebabkan oleh patogen berupajamur.
Salah satu jamur patogen yang sering menyerang tanaman anggrek adalah

Fusarium sp. (Carling et al., 1999).

Fusarium sp. bersifat sangat merugikan dan dapat menyerang anggrek
Cattleya (Wedge and EImer 2008). Serangan jamur patogen tersebut
menyebabkan tanaman menjadi layu atau lebih dikenal dengan layu
Fusarium. Penyakit layu Fusarium pada anggrek Cattleya sp. disebabkan oleh
jamur Fusarium oxysporum Schlecht. Jamur ini menginfeks tanaman melalui
luka pada akar, sehingga menyebabkan akar menjadi busuk dan dapat meluas

hingga ke batang dan daun (Rukmana, 2000).

Tanaman anggrek yang terserang layu Fusarium akan menunjukkan gejala
yaitu daun dan batang menguning, berkeriput, tipis, bengkok, dan Ieher daun
membusuk mencapa pangka batang. Pada umumnya, jamur patogen
Fusarium sp. akan menyebabkan tanaman menjadi layu dan mati
(Sodlistijono, 2015). Pengendalian penyakit layu Fusarium biasanya

dilakukan hanya dengan menggunakan fungisida kimia, tetapi penggunaan



fungisidaini masih belum efektif dalam mengendalikan penyakit tersebut
(Wedge and EImer 2008) dan dapat berdampak buruk bagi lingkungan

(Soelistijono, 2015).

Kandungan bahan kimia di dalam fungisida seperti organofosfat,
organoklorin dan karbonat akan berdampak negatif terhadap kesehatan
manusia, mencemari lingkungan, dan menyebabkan kematian musuh alami
(Herlina, 2009). Untuk itu, pemanfaatan agen pengendali hayati dalam
mengurangi penggunaan fungisida seyogyanya dilakukan. Hal ini bertujuan

untuk menjaga keseimbangan ekosistem lingkungan (Soesanto, 2002).

Asam salisilat dan mikoriza dapat digunakan untuk mengimbas ketahanan
tanaman terhadap penyakit. Asam salisilat merupakan signal penting dalam
ketahanan tanaman, digunakan sebagai senyawa pengimbas ketahanan
tanaman terhadap penyakit layu Fusarium (Sujatmiko et al., 2012).
Sementaraitu, mikoriza adalah salah satu bentuk asosiasi antara jamur
dengan akar tumbuhan tingkat tinggi. Mikoriza memberi keuntungan bagi
tanaman inang karena dengan adanya infeksi mikoriza di dalam akar,

tanaman inang akan lebih resisten terhadap penyakit (John, 1992).

Penggunaan asam salisilat dan mikoriza diketahui dapat menginduksi
ketahanan tanaman terhadap penyakit busuk daun atau yang lebih dikenal
dengan ketahanan terimbas (Induced Resistance). K etahanan terimbas

menyebabkan kondisi fisiologis yang mengatur sistem ketahanan menjadi



aktif dan menstimulasi mekanisme ketahanan alami yang dimiliki oleh inang
dengan mengaplikasikan bahan penginduksi ekternal. K etahanan terimbas
dapat dijadikan cara untuk mendapatkan karakter ketahanan tanaman

terhadap penyakit (Agrios, 2005).

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa asam salisilat dan mikoriza
(Rhizoctonia sp.) dapat meningkatan ketahanan tanaman terhadap penyakit.
Noviantia (2016) meneliti mengenai ketahanan planlet anggrek bulan
(Phalaenopsis amabilis) terhadap Fusarium oxysporum menggunakan asam
salisilat dengan taraf konsentrasi 0, 65, 75, dan 85 ppm. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa kisaran konsentrasi asam salisilat yang toleran untuk
seleksi P. amabilis secarain vitro adalah 65-85 ppm. Konsentrasi asam
salisilat 85 ppm lebih efektif untuk menekan perkembangan jamur F.
oxysporum dibandingkan dengan konsentrasi 65 dan 75 ppm. Peningkatan
aktivitas enzim peroksidase secara nyataterjadi pada planlet anggrek bulan

yang diimbas dengan asam sdlisilat dibandingkan kontrol.

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

sedang yang ditandai dengan menurunnya persentase serangan Fusarium sp.



Sejauh ini, penelitian mengenai pengimbasan asam salisilat dan mikoriza
(Rhizoctonia sp.) secarain vitro pada planlet anggrek Cattleya belum pernah
dilakukan. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui karakterisasi planlet
anggrek Cattleya setelah dilakukan pengimbasan asam salisilat dan mikoriza
(Rhizoctonia sp.) secarain vitro sehingga diharapkan mampu memberikan
informasi mengenai karakter fisiologis tanaman hasil pengimbasan asam
salisilat dan mikoriza (Rhizoctonia sp.) serta mengetahui kandidat planlet

anggrek Cattleya yang toleran.

Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah:

1. Mengetahui karakter ekspresi yang spesifik pada planlet anggrek Cattleya
setelah diinduksi asam salisilat dan diinokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.)
secarain vitro serta mengetahui konsentrasi asam salisilat yang toleran.

2. Mengetahui interaksi antara asam salisilat dan Rhizoctonia sp. pada setiap

karakter ekspresi planlet anggrek Cattleya.

Manfaat Pendlitian

Hasi| penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenal
karakter ekspresi planlet anggrek Cattleya setelah diinduksi asam salisilat dan
diinokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.) secarain vitro. Selain itu, diharapkan

informasi yang diperoleh dari penelitian dapat memberikan kontribusi bagi



pengembangan ilmu pengetahuan terutama di bidang pemuliaan tanaman

sertailmu terapan yang terkait.

Kerangka Pemikiran

Anggrek Cattleya adalah salah satu jenis anggrek yang memiliki
keistimewaan dari bentuk, ukuran, maupun warna bunganya. Dibandingkan
dengan bunga anggrek lainnya, anggrek ini memiliki ukuran bunga yang
besar dan warna bunga yang sangat beragam. Keistimewaan inilah yang
menjadikan anggrek Cattleya mampu bersaing di pasar nasional maupun
internasional, tetapi akibat adanya penyakit layu yang sering menyerang

tanaman anggrek Cattleya, menyebabkan kualitasnya menjadi menurun .

Penyakit layu pada anggrek Cattleya disebabkan oleh jamur Fusarium
OXysporum. Jamur ini menyerang akar tanaman anggrek yang terluka atau
rimpang akar yang baru sgja dipotong. Tanaman anggrek yang terserang
penyakit ini akan menunjukkan gegjala yaitu daunnya menguning dan

mengeriput seperti kekurangan air.

Pada umumnya, pengendalian layu Fusarium dilakukan hanya dengan
menggunakan fungisida, tetapi penggunaan fungisida dapat berdampak buruk
bagi lingkungan dan kesehatan manusia. Untuk itu, pengendalian yang aman
dan tidak membahayakan sangat diperlukan. Salah satu pengendalian yang

aman terhadap lingkungan adalah pengendalian hayati. Pengendalian tersebut



dilakukan dengan cara mengimbas asam salisilat dan mikoriza (Rhizoctonia
sp.) pada planlet anggrek Cattleya secarain vitro untuk meningkatkan

ketahanan tanaman terhadap infeksi patogen.

Asam salisilat merupakan senyawa yang menjadi komponen penting dalam
mengaktifkan gen ketahanan terhadap berbagai macam jamur, bakteri dan
virus secara sistemik, sedangkan mikoriza (Rhizoctonia sp.) merupakan
jamur yang dapat bersimbiosis dengan akar tanaman dengan cara membentuk
lilitan hifa yang menempel pada jaringan akar yang dapat mengimbas
ketahanan tanaman terhadap penyakit layu Fusarium. Tanaman yang diimbas
dengan asam salisilat dan mikoriza (Rhizoctonia sp.) diharapkan akan |ebih

resisten terhadap penyakit.

Hipotesis

Hipotesis penelitian ini sebagai berikut:

1. Terdapat karakter ekspresi yang spesifik pada planlet anggrek Cattleya
setelah diinduks asam salisilat dan diinokulasi mikoriza (Rhizoctoniasp.)
berupa kandungan klorofil total, klorofil a, dan klorofil b, aktivitas enzim
peroksidase, dan indeks stomata, sertaterdapat konsentrasi asam salisilat
yang toleran.

2. Terdapat interaks antara asam salisilat dan Rhizoctonia sp. pada setiap

karakter ekspresi planlet anggrek Cattleya.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Anggrek Cattleya

1. Klasfikas
Klasifikasi bunga anggrek Cattleya dalam sistem klasifikasi Cronquist
(1981) dan APG |1 (2003) adalah sebagai berikut.
Divis : Magnoliophyta
Kelas . Liliopsida

Anak Kelas : Liliidae

Bangsa . Asparagales

Suku : Orchidaceae

Marga . Cattleya

Jenis . Cattleya sp. Lindl.
2. Sgarah

Seorang hortikulturis Inggris bernama William Cattley adalah orang yang
berpengaruh dalam penemuan anggrek Cattleya. Dalam sgjarahnya,
Cattley pernah mengimpor tanaman dari Brasil. Pada saat pengiriman
tanaman-tanaman tersebut, di antara daun-daun yang digunakan sebagai
bahan pengemas, terdapat semacam umbi (bulb) yang tidak dikenalnya.

L antas Cattley menanam bulb tersebut di dalam pot dan menyimpannya
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di tempat yang panas hingga akhirnya berbunga sangat indah dengan
warna ungu pada November 1818. Seorang botanis terkenal bernama Dr.
John Lindley memberi nama bunga tersebut dengan mengambil nama
William Cattley. Alhasil bunga tersebut diberi nama Cattleya labiata
antumnalis yang berarti bunga Cattley dengan labelum yang bagus dan

berbunga pada musim gugur (Gunawan, 1989).

3. Morfologi
Anggrek Cattleya mendapat julukan The Queen of Orchid karena
keindahan bunganya. Anggrek Cattleya memiliki ukuran bungayang
lebih besar dibandingkan dengan anggrek lainnya (Sarwono, 2002).

Morfologi bunga anggrek Cattleya disgjikan pada Gambar 1.

Petal

Colum

Sepa
Labellum

Gambar 1. Bunga Anggrek Cattleya
Sumber : Dokumentasi Putri (2016)
Koleksi Soerjanto Orchids, Batu, Jawa Timur
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Tanaman anggrek Cattleya termasuk ke dalam tipe simpodial. Tanaman
tipe ini memiliki ciri-ciri yaitu tidak memiliki batang utama, bunga keluar
dari ujung batang, dan akan berbunga kembali pada pertumbuhan anakan

atau tunas baru (Darmono, 2003).

Anggrek Cattleya termasuk tanaman epifit yaitu tanaman yang menempel
pada tanaman lain dengan menggunakan akarnya. Akar anggrek Cattleya
berbentuk silindris dan berujung runcing, sertamemiliki dayalekat. Akar
anggrek ini tampak berwarna putih keperak-perakan pada bagian luarnya
dan berwarna hijau hanya pada bagian ujungnya jika dalam keadaan

kering (Darmono, 2003).

Anggrek Cattleya memiliki bentuk daun yang lebar, tulang daun yang
lurus, dan berjumlah satu atau dua helai tiap batang (Sandra, 2003).
Batang pada tanaman anggrek Cattleya biasanya mengalami penebalan
yang disebut batang semu (pseudobulb) (Hew and Y oung, 1997).
Pseudobulb berbentuk ganda agak pipih, keras dan berdaging serta
memiliki ukuran yang bervariasi tergantung pada spesiesnya (Darmono,

2003).

. Syarat Tumbuh Anggrek
Faktor yang mempengaruhi pertumbuhan suatu tanaman antaralain airan
udara, air, cahaya dan makanan (hara). Faktor-faktor tersebut harus

berada dalam keadaan yang seimbang. Jika cahaya yang diterima
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berlebihan maka sel-sel dalam tanaman akan menjadi keras dan tidak

produktif lagi, dan biasanya akan menjadi mati (Wilkins, 1989).

Anggrek Cattleya memiliki syarat tertentu untuk dapat tumbuh di dalam
suatu lingkungan. Anggrek ini dapat tumbuh pada daerah dengan
ketinggian antara 750-2000 mdpl. Pertumbuhan anggrek Cattleya
dipengaruhi oleh iklim baik kapasitas suhu, cahaya matahari, dan
kelembaban udara. Ketiga faktor ini merupakan faktor primer yang

menentukan keadaan fisik lingkungan setempat (Sarwono, 2002).

Suhu yang baik untuk pertumbuhan anggrek Cattleya yaitu pada suhu
siang antara 21-32 °C dan suhu malam 13- 18°C. Anggrek Cattleya
membutuhkan intensitas penyinaran berkisar antara 2000-4000 fc. atau
30% cahaya matahari penuh (Soeryowinoto, 1974). Pada umumnya,
kelembaban nishi / relativity humidity (RH) yang dibutuhkan oleh
tanaman anggrek berkisar antara 60-80 %. Faktor kelembaban ini

biasanya disertai dengan kelancaran sirkulasi udara. (Iswanto, 2002).
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B. Penyakit Layu Fusarium

Klasifikasi jamur Fusarium yang menyebabkan penyakit layu pada tanaman

menurut Alexopoulous, Mims, and Blackwell (1996) adalah sebagai berikut :

Kergjaan . Fungi

Filum . Ascomycota

Kelas . Sordariomycetes
Bangsa . Hypocreaes

Suku . Nectriaceae

Marga . Fusarium

Jenis . Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum adal ah salah satu spesies dari genus Fusarium yang
merupakan patogen tular tanah. Berdasarkan tanaman inang yang
diinfeksinya, F. oxysporum dibagi kembali menjadi forma-forma spesialis
(f.sp.) tertentu (Semangun, 2001). Dalam siklus hidupnya, jamur ini
menghasilkan 3 jenis spora yaitu, makrokonidia, mikrokonidia, dan

klamidiospora (Akhsan, 1996).

Klamidospora terdapat pada jaringan tanaman yang membusuk atau di dalam
tanah. Sporaini dapat hidup di dalam tanah dalam jangka waktu yang cukup
lama. (Lubis dan Pinem, 2004). Jamur F. oxysporum menyebabkan penyakit
layu pada tanaman. Penyakit tersebut dapat berkembang dengan didukung
oleh kelembaban tanah yang rendah serta suhu tanah yang hangat yaitu 80°F

(Cahyono, 2008).
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Infeksi tanaman ol eh patogen penyebab layu Fusarium dapat terjadi melalui
biji yang terkontaminasi atau pencangkokan tanaman yang terinfeksi. Selain
itu, infeksi tanaman dapat disebabkan oleh inokulum patogen yang masuk
melalui akar akibat adanya luka maupun dengan cara penetrasi langsung

(Winarsih, 2007).

Proses invasi tanaman oleh patogen melaui serabut akar dapat mengganggu
proses pengambilan air dan mineral, sehingga proses metabolisme tanaman
tidak berjalan dengan baik (Winarsih, 2007). Penyakit yang ditimbulkan dari
infeksi patogen ini dapat menyerang tanaman sebelum berkecambah, pada
masa perkembangan, pada saat tanaman masih muda, dan menjelang
berbunga atau berbuah (Semangun, 1996). Gejala penyakit layu Fusarium

disgjikan pada Gambar 2.

Ggaa
Layu
Fusarium

Gambar 2. Penyakit Layu pada Anggrek Cattleya
(Foto Putri, di ambil di Soerjanto Orchids, Batu, Jawa Timur, 2016)
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Secara visual, tanaman anggrek Cattleya yang terserang jamur F. oxysporum
menunjukkan gejala yaitu menguningnya tanaman seperti kekurangan air,
daun-daun mengeriput dan terkadang agak terpilin, umbi semu men;jadi
kurus, dan perakaran membusuk yang meluas hingga pangkal batang. Gejala
yang ditimbulkan lainnya yaitu jika akar rimpang dipotong, epidermis dan
hipodermis tampak berwarna ungu, sedangkan floem dan xylem tampak
berwarna ungu merah jambu muda hingga akhirnya seluruh bagian akar

menjadi ungu kemudian mati (Ditlinhorti, 2013).

Mikoriza (Rhizoctonia sp.)

Mikoriza merupakan bentuk simbiosis mutualisme antara jamur tertentu
dengan akar tanaman tingkat tinggi (Smith and Read, 1997). Simbiosis yang
menguntungkan antara akar dan jamur ini ditemukan pada lebih dari 90%
spesies tanaman terrestrial berpembuluh. Keberadaan mikorizadi dalam
tanaman dapat terjadi baik secara alami maupun dengan bantuan manusia

(Supriyanto et al., 2003).

Mikoriza pada tanaman mampu meningkatkan penyerapan unsur-unsur hara
dan nutrisi yang penting bagi tanaman (Satter et al., 2006) serta menyediakan
enzim fosfatase yang dapat melarutkan fosfat tak tersedia dalam mineral-
mineral sekunder menjadi bentuk fosfat tersedia bagi tanaman (Saptiningsih,

2007).
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Salah satu tanaman yang memerlukan infeksi jamur mikoriza untuk
melengkapi siklus hidupnya adalah tanaman anggrek (Andersen and
Rasmussen, 1996). Anggrek adal ah tanaman yang mampu berasosiasi dengan

jamur mikoriza dari jenis Rhizoctonia sp. (Hayakawa et al., 1999).

Mikoriza (Rhizoctonia sp.) berasosiasi dengan jaringan akar anggrek dengan
cara membentuk gulungan hifa atau “peloton” (Peterson and Farquhar, 1994).
Asosiasi tersebut terjadi pada saat embrio anggrek membentuk akar dan tunas
atau yang lebih dikenal dengan protocorm. Protocorm kemudian berkembang
menjadi planlet atau tanaman sempurna yang menyebabkan jaringan hifa
Rhizoctonia akan berada dibagian korteks akar anggrek membentuk peloton

(Smith and Read, 2008).

Pada tanaman anggrek, infeksi mikoriza (Rhizoctonia sp.) terbatas pada akar
dan perakaran yang berada di dalam tanah atau pada akar anggrek-anggrek
epifit yang bagian bawahnyaterletak pada substrat (Andersen and

Rasmussen, 1996).

Menurut Soelistijono (2015), Rhizoctonia mikorizamemiliki 2 inti pada
setigp septanya, sehingga Rhizoctonia ini termasuk ke dalam kelompok
Rhizoctonia binukleat. Rhizoctonia binukleat dapat menghambat
perkembangan miselium Fusarium sp. di bagian yang terinfeksi (Cardoso and
Echandi, 1987). Rhizoctonia binukleat hanya menginfeksi bagian sel

epidermis, yang mana dinding selnya kaya akan endapan elektron, lignin,
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suberin, maupun senyawa-senyawa fenolat yang sering berperan dalan proses

pertahanan terhadapan patogen (Kasiamdari, 2000).

Asam Salisilat

Asam sdlisilat merupakan sinyal jalur transnduksi yang menjadi komponen
penting dalam mengaktivasi gen ketahanan terhadap berbagai macam jamur,
bakteri dan virus secara sistemik (Gautam and Stein, 2011). Asam salisilat
atau asam benzoat orto-hidroksi memiliki rumus molekul C;HgOs, Sifat-sifat
fisisyang dimiliki asam salisilat diantaranya berwujud padat pada suhu

25°C, memiliki berat molekul 138 g/mal, titik didih (boiling point) 255,85
°C, titik beku (freezing point) 159 °C, temperatur kritis 739 K, tekanan kritis
51,80 Bar dan densitas 1,140 g/cm® ( Kirk and Othmer, 1979 ). Sruktur asam

sdlisilat disgjikan pada Gambar 3.

i OH

Gambar 3. Strutur kimia asam salisilat (Fessenden and Fessenden, 1986)

Asam sdlisilat berperan penting dalam ketahanan sistemik terinduksi
(Kessman et al., 1994). Asam salisilat memberikan sinyal pertahanan

tanaman terhadap infeksi patogen yang terjadi. Senyawa tersebut akan
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terakumulasi pada tempat terinfeksinya tanaman inang oleh patogen (Gautam
and Stein, 2011). Asam salisilat secaratidak langsung menghambat
pergerakan sistemik virus melalui pembuluh tanaman sehingga sifat asam

salisilat hanya menunda gejala penyakit (Naylor et al., 1998).

Asam sdlisilat termasuk ke dalam kelompok senyawa fenolik yang berperan
dalam pertumbuhan dan perkembangan tanaman serta respon tanaman
terhadap penyakit (Rivas and Plasencia, 2011). Pengaruh asam salisilat
terhadap beberapa tanaman, seperti kedelai, gandum, dan jagung telah
banyak diteliti. Tanaman kedelai yang diinduksi dengan menggunakan asam
salisilat menunjukkan peningkatan pertumbuhan akar (Gutie rrez-Coronado

et al., 1998).

K etahanan Terimbas

K etahanan terimbas merupakan proses pengaktifan ketahanan alami tanaman,
seperti penambahan sel lignin, produksi fitoaleskin, peningkatan enzim
peroksidase dan kandungan klorofil (Agrios, 2005), yang diaktifkan oleh

agensia biotik atau abiotik (Soesanto, 2008).

Pada umumnya, ketahanan terimbas adalah ketahanan sistemik. K etahanan
ini diartikan sebagai  bentuk ketahanan yang daya pertahanan tanamannya
ditingkatkan tidak hanya pada bagian tanaman yang terinfeksi, tetapi juga

pada jaringan terpisah tempat yang tidak terinfeksi (van Loon et al., 1998).
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Tanaman mempunyai sistem pertahanan mekanis dan kimiatertentu yang
dapat mencegah infeks patogen (Sastrahidayat, 1990). Patogen yang
menginfeksi tanaman akan dihambat pertumbuhannya oleh senyawatoksin
yang dihasilkan dari reaksi biokimiayang terjadi di dalam sel atau jaringan

(Agrios, 2005).

Tanaman akan melakukan respon pertahanan diri terhadap serangan patogen
tertentu. Respon pertahanan tanaman terhadap patogen menurut Campbell et al.
(2003) melaui beberapa tahapan yaitu, jaringan tumbuhan yang terinfeksi

akan mengalami mekanisme resistensi spesifik yang didasarkan pada
pengikatan ligan patogen ke dalam reseptor sel spesifik, pengikatan tersebut
merupakan tahap identifikasi yang memicu jalur transduksi sinyal dan akan

menghasilkan respon hipersensitif.

Pada respon hipersensitif, sel tumbuhan memodifikasi dinding sel dan
merusak selnya sendiri sebagal upaya untuk menutup daerah yang terinfeksi
menggunakan molekul antimikroba yang dihasilkannya. Respon terlokalisas
ini menyebabkan pembengkakan dan pelukaan daun yang terinfeksi. Sel-sel
yang terinfeksi tersebut membebaskan asam salisilat dan menyebarkannya ke
seluruh bagian tumbuhan lain, kemudian sel tersebut mati. Asam salisilat
dalam hal ini berperan dalam menginfeks jalur tranduksi sinyal untuk
menginduks produksi PR protein dan resistens terhadap serangan patogen

(Campbell et al., 2003).
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Induksi ketahanan sistemik merupakan salah satu alternatif yang digunakan
untuk mendapatkan keragaman genetik tanaman yang tahan terhadap
penyakit. Induksi ketahanan sistemik adalah suatu proses stimulasi

pertahanan tanaman inang tanpa introduksi gen-gen baru (Agrios, 2005).

Induks ketahanan sistemik mengaktifkan kondisi fisiologis yang mengatur
sistem ketahanan tanaman dan merangsang mekanisme pertahanan alami

dengan pengaplikasian bahan penginduks eksternal (Agrios, 2005). Bahan
penginduksi eksternal (elisitor) tersebut dapat berupaelisitor hayati, bahan
kimiatoksin dan tak-toksin, sinar ultraviolet, kompos, dan agensia lainnya

(Soesanto, 2008).

Induks ketahanan sistemik sebagai akibat dari aplikasi agens penginduksi
tidak terlepas dari peran senyawa-senyawa tertentu dan PR-protein
(Patogenesis Related-protein) seperti peroksidase, kitinase, 3-1,3 glukanase,
B-1,4glukosidase, dan asam sdlisilat. Peran senyawa-senyawa tersebut

ditunjukkan oleh peningkatan aktivitas dan kadarnya (Wei et al.,1996).

Kultur Jaringan

Kultur jaringan merupakan suatu teknik isolasi bagian tanaman seperti
protoplasma, jaringan, atau organ dalam keadaan aseptik. Kultur jaringan

bertujuan untuk menumbuhkan bagian tanaman tersebut agar dapat
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memperbanyak diri dan menjadi tanaman yang lengkap (Gunawan, 1992).
Keberhasilan teknik kultur jaringan dipengaruhi oleh penggunaan media
buatan yang mengandung nutrisi yang lengkap, adanya zat pengatur tumbuh
(ZPT), kondisi ruang kultur yang steril, suhu dan pencahayaan yang

terkontrol (Y usnita, 2003).

Kultur jaringan mempunyai nama lain yaitu kultur in vitro. Kultur in vitro
berasal dari dua kata, yaitu ‘culture’ yang berarti budaya dan ‘vitrous’ yang
berarti transparan. Kultur in vitro dapat diartikan sebagai teknik
menumbuhkan sel, jaringan atau organ di dalam suatu wadah kultur yang
transparan (gelas) menjadi tanaman lengkap pada kondisi lingkungan yang

terkontrol (Pierik, 1987).

Teknik kultur jaringan atau kultur in vitro merupakan salah satu cara
perbanyakan tanaman yang efektif karena dapat menghasilkan jumlah
tanaman yang banyak dan seragam dalam waktu yang relatif singkat. Teknik
kultur jaringan juga dapat digunakan untuk mengkonservasi plasma nutfah

atau biji secarain vitro (Karjadi dan Buchory, 2008).

Keberhasilan dalam kultur jaringan sangat bergantung pada media tumbuh
yang digunakan. Media tumbuh yang digunakan terdiri dari garam-garam
mineral, sumber karbohidrat, vitamin, zat pengatur tumbuh serta suplemen
lain seperti senyawa-senyawa nitrogen organik dan asam-asam organik yang

bermanfaat bagi tanaman (Gamborg and Skyluk, 1981).
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G. Aktivitas Enzim Peroksidse

Enzim peroksidase adalah salah satu enzim yang termasuk ke dalam kelas
enzim oksidoreduktase. Enzim ini berfungsi untuk mempercepat konversi
H,0, yang bersifat racun menjadi molekul H,O yang netral dengan adanya
substrat yang bertindak sebagal donor hidrogen sehingga sel hidup tidak

mengalami kerusakan (Sutrisno, 2012).

Peroksidase merupakan protein yang mengandung ‘heme’ yang dapat
mengkatalis reaksi oksidasi dari berbagal senyawa organik ataupun senyawa
anorganik dengan adanya H,O, sebagal akseptor elektron. Peroksidase sering
digunakan untuk mengkatalis senyawa-senyawa dari golongan fenol dan

aminaaromatik (Sutrisno, 2012).

Enzim peroksidase merupakan suatu kelompok PR-protein (Pathogenesis
Relatedprotein) dari golongan PR-9 yang terakumulasi pada saat tanaman
sakit atau segjenisnya. Peningkatkan aktivitas enzim peroksidase dipengaruhi
oleh adanya serangan virus (van Loon et al., 1994). Ekspresi meningkatnya
aktifitas enzim peroksidase diakibatkan tanaman terinfeksi patogen termasuk
virus yang akan berkorelasi dengan tingkat ketahanan terhadap virus (Zhou et

al., 1992).

Tanaman yang tahan terhadap penyakit cenderung memperlihatkan aktivitas
peroksidase yang lebih tinggi dibandingkan dengan tanaman rentan (Gupta et

al., 1990). Aktivitas enzim peroksidase secaralangsung berpengaruh
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terhadap pembentukan lignin. Enzim peroksidase adalah senyawa yang
mengkatalis reaksi oksidasi hydrogen peroksida dengan monomer-monomer
lignin seperti : r-kumaril alkohol, koniferil alkohol, dan sinapsis alkohol
menjadi polimer berupalignin. Dengan keberadaan lignin maka dinding sel
tumbuhan dapat |ebih tebal sehingga sulit ditembus oleh vektor (Hopkins,
1999; McKee dan McKee, 1999). Menurut Hiraga et al. (2001), peroksidase
memiliki peranan dalam proses lignifikasi, cross-linking struktur protein pada

dinding sdl, katabolisme auksin, dan pertahanan diri terhadap patogen.

Biosintesis Klor ofil

Klorofil merupakan molekul kompleks yang berperan penting dalam proses
fotosintesis yaitu sebagai pengabsorbsi cahaya, transfer energi, transfer
elektron (Taiz and Zeiger, 1998) dan katalisator pada tumbuhan. Klorofil
bersama dengan CO,, air, dan cahaya matahari berperan dalam membentuk

karbohidrat pada proses fotosintesis (Jumin, 1989).

Klorofil di dalam kloroplas sering terikat longgar dengan protein (Harbourne,
1987). Sifat fisik yang dimiliki klorofil yaitu akan memantulkan cahaya yang
berpendar atau berlainan. Sedangkan sifat kimia pada klorofil yaitu tidak larut
dalam air namun larut pada senyawa yang lebih polar seperti etanol

(Dwidjoseputro, 1994).

Klorofil padatumbuhan terdiri dari duajenis, yaitu klorofil adengan warna

hijau tua dan klorofil b dengan warna hijau muda (Harbourne, 1987). Klorofil
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adan b merupakan klorofil yang paling kuat menyerap cahaya di bagian
merah dengan panjang gelombang 600- 700 nm dan paling sedikit menyerap
cahaya hijau dengan panjang gelombang 500- 600 nm, sedangkan cahaya
berwarna biru diserap oleh karotenoid (Nio Song dan Banyo, 2011). Struktur

klorofil adan b disgikan pada Gambar 4.

HiC C:H
a ™ /
; 1
J’ \
HsC=HC., l L | CH HzC=HC_
“Ne-—=-Hg--

COOCH;

COOCH; \
HiC CH:CHCO0CHs: HiC CH2CH:COOCsHss

Gambar 4. Struktur Klorofil @) Klorofil a, b) Klorofil b (Nio Song dan
Banyo, 2011).
Ketersediaan air dan unsur hara dari dalam tanah berperan penting dalam
sintesis klorofil (Syafi, 2008). Klorofil merupakan faktor utama yang
mempengaruhi proses fotosintesis. Proses ini penting pada tumbuhan untuk
mempertahankan pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Lie et al., 2006).
Klorofil memiliki tigafungs utama dalam fotosintesis, yaitu memanfaatkan
energi matahari, memicu fiksasi CO, untuk menghasilkan karbohidrat dan
menyediakan energi bagi ekosistem (Bahri, 2010). Karbohidrat yang
dihasilkan dalam fotosintesis memiliki banyak fungsi, salah satunya adalah
penyusun dinding sel. Komponen dinding sel yang tebal akan menghambat
penetras patogen. Oleh karenaitu, kandungan klorofil dapat dijadikan

parameter dalam mengukur ketahanan tanaman terhadap patogen.
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Stomata

Stomata merupakan pori yang sangat kecil yang diapit oleh sel epidermal
yang telah mengalami spesialisasi yang disebut sel penjaga (guard cell)
(Campbell et al., 2000). Stomata menjadi tempat pertukaran uap air dan gas
antara bagian dalam dari stomata dengan lingkungan (Hamim, 2007). Sel
penjaga berperan dalam perubahan osmotik yang menyebabkan gerakan sel

penjaga dalam mengatur lebar celah stomata (Hidayat, 1995).

Stomata berfungsi sebagai organ respirasi. Stomata mengambil CO, dari
udara untuk dijadikan bahan fotosintesis, kemudian akan mengeluarkan O,
sebagai hasil fotosintesis (Salisbury and Ross, 1995). Stomata pada umumnya
terdapat pada permukaan bawah daun, tetapi pada beberapa spesies tumbuhan

stomata berada di permukaan atas dan bawah daun (Lakitan, 1993).

Tipe stomata dibedakan menjadi empat yaitu anomositik, anisositik, parasitik,
dan diastik (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).

Stomata merupakan lubang alami yang sering digunakan sebagai tempat
masuk jamur patogen. Menurut Semangun (1987), jamur F. oxysporum dapat
menginfeks tanaman melalui stomata pada daun-daun yang dekat dengan

permukaan tanah. Tanaman mempunyal dua bentuk ketahanan mekanis, yaitu
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ketahanan mekanis pasif dan ketahanan mekanis aktif. Tanaman dengan
ketahanan mekanis pasif mempunyai struktur-struktur morfologi yang
menyebabkannya sukar diinfeksi oleh patogen. Misalnya tanaman
mempunyai epidermis yang berkutikula sangat tebal, adanya lapisan lilin dan
mempunyai stomata sedikit (Semangun, 2006). Oleh karenaitu, stomata

dapat dijadikan parameter dalam ketahanan tanaman terhadap patogen.



[11. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

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

Lampung.

B. Alat dan Bahan Pendlitian

1. Alat-aat Penelitian
Alat- alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah autoclave, Laminar
Air Flow Cabinet (LAF) merk ESCO, scalpel, mata pisau scalpel, pinset,
botol kultur berukuran 250 ml, Erlenmeyer berukuran 50 ml, gelas ukur
berukuran 100 ml dan 500 ml, cawan petri berdiameter 10 cm, tabung
reaksi, rak tabung reaksi, mikropipet, pipet tip, alumunium foil, corong
gelas, tisu, kertasfilter, kertas label, timbangan analitik Ohaus, mikroskop,

water bath, spektrofotometri (Shimudzu UV 800), dan kamera.
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2. Bahan-bahan pendlitian
Bahan-bahan yang digunakan adalah planlet anggrek Cattleya sp. Lindl.
steril dalam botol kultur yang diperoleh dari Soerjanto Orchids, Batu, Jawva
Timur, mikoriza (Rhizoctonia sp.) asal temanggung, asam salisilat 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
(HCl), agar, sertabahan kimia medium VW (Vacin and Went) padat yang

komposisinya disgjikan dalam Lampiran 1.

C. Rancangan Percobaan

Penelitian ini dilaksanakan dengan Rancangan Acak Lengkap Faktorial
(RALF) yang terdiri dari duafaktor, yaitu induksi asam salisilat dengan 4
taraf konsentrasi [Ao (0 ppm), A1 (90 ppm), A2 (100 ppm), dan Az (110 ppm)]
dan inokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.) dengan 2 taraf [Ro (tidak diinokulasi
mikoriza (Rhizoctonia sp.)) dan Rz (diinokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.))].
Masing-masing perlakuan dilakukan 4 kali ulangan dan setiap ulangan terdiri
dari 2 planlet anggrek Cattleya sp. dalam setiap botol kultur. Tataletak satuan
percobaan seleks planlet anggrek Cattleya sp. secarain vitro disgjikan dalam

Tabel 1 dan kode perlakuan satuan percobaan disgjikan dalam Tabel 2.



Tabel 1. Tataletak satuan percobaan

RoA2 | RoAs | RiA1 | RoAo | RoAo | RiAp | RiA1 | RoA2
U, Uy Uz U, Uy Us Uy Uz
RiA3 | R)A1 | RiA2 | RiA1 | RiAz | RoA2 | RiA2 | RoAg
U, Us U, U, U4 U, Ua U,
RoA1 | RiA2 | RiAg | RoAs | RoA2 | RoA1 | RiAs | RiAg
U, Us Ui u2 Uy U, Us Ugs
RoAo | RiAs | RiA2 | RiA1 | RoAs | RoAs | RiAo | RoA1
Us U, U, U, Us U, U, Uy
Keterangan :

Ro = Tidak diinokulasi dengan mikoriza (Rhizoctonia sp.)

R1 = Diinokulasi dengan mikoriza (Rhizoctonia sp.)

Ao=Asam sdlisilat konsentrasi O ppm
A;=Asam sdlisilat konsentrasi 90 ppm
A,= Asam sdlisilat konsentrasi 100 ppm
Az= Asam sdlisilat konsentrasi 110 ppm

Ui =Ulangan ke 1
U, = Ulangan ke 2
Us=Ulangan ke 3
U, = Ulangan ke 4

Tabel 2. Kode perlakuan satuan percobaan
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Taraf Konsentras

Kode Perlakuan Perlakuan Inokulasi
Asam Salisilat

RoAo Tidak diinokulasi Rhizoctonia 0 ppm

RoA1 Tidak diinokulasi Rhizoctonia 90 ppm
RoA2 Tidak diinokulasi Rhizoctonia 100 ppm
RoAs3 Tidak diinokulasi Rhizoctonia 110 ppm
RiAq Diinokulasi Rhizoctonia 0 ppm

R1A, Diinokulasi Rhizoctonia 90 ppm
RiA, Diinokulasi Rhizoctonia 100 ppm
RiA3 Diinokulasi Rhizoctonia 110 ppm
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Keterangan :

Ro = Tidak diinokulasi dengan mikoriza (Rhizoctonia sp.)
R1 = Diinokulasi dengan mikoriza (Rhizoctonia sp.)
Ao=Asam sdlisilat konsentrasi O ppm

A;=Asam sdlisilat konsentrasi 90 ppm

A,= Asam sdlisilat konsentrasi 100 ppm

Az= Asam sdlisilat konsentrasi 110 ppm

. Bagan Alir Pendlitian

Penelitian ini terdiri atas beberapatahap, yaitu: 1) Pembuatan medium tanam
Vacin and Went (VW) padat; 2) Pemberian isolat mikoriza (Rhizoctonia sp.)
dalam medium VW, 3) Penentuan kisaran konsentrasi asam salisilat untuk
perendaman planlet anggrek Cattleya sp. sebelum penanaman dalam medium;
4) Penanaman planlet anggrek Cattleya sp. ke dalam medium penelitian
secarain vitro; 5) Analisis karakter ekspresi spesifik pada planlet anggrek
Cattleya sp. meliputi persentase jumlah planlet yang hidup, visualisasi
planlet, analisis aktivitas enzim peroksidase, kandungan klorofil total, klorofil
a, dan klorofil b, dan indeks stomata. Tahap penelitian disgjikan dalam

bentuk bagan alir seperti tercantum pada Gambar 4.
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Perlakuan

I ndikator

Luaran

d

d

d

Pembuatan medium
tanam Vacin and
Went (VW) padat

Medium yang baik
tidak mengandung
kontaminan

Medium berjumlah
banyak untuk stok
subkultur

d

d

l

Inokulasi spora

Inokulasi yang baik

Inokulasi berjumlah

mikoriza tidak mengandung banyak untuk stok
(Rhizoctonia sp.) kontaminan subkultur

dalam medium VW

Perendaman akar Planlet anggrek Planlet anggrek
anggrek Cattleya sp. Cattleya sp. tidak Cattleya sp.
dalam asam salisilat menunjukkan berjumlah banyak
pada berbagai kelayuan untuk stok
konsentrasi pengujian
Penanaman planlet Terjadinya Terbentuknya
anggrek Cattleya sp. ketahanan tanaman, ketahanan planlet
ke dalam medium planlet yang tahan anggrek Cattleya sp.

VW hasil inokulasi
mikoriza

tidak menunjukkan
kelayuan

hasil pengimbasan
mikoriza

(Rhizoctonia sp.) (Rhizoctonia sp.)

dan asam sdlisilat
Karakterisasi Munculnya karakter Meningkatnya
planlet: analisis spesifik planlet aktivitasenzim
aktivitas enzim anggrek Cattleya sp. peroksidase dan
peroksidase dan pada andisis kandungan klorofil
kandungan klorofil aktivitas enzim

pada planlet anggrek

total, klorofil a, dan
klorofil b.

peroksidase dan
kandungan klorofil

Cattleya sp. yang
tahan

Gambar 4. Bagan Alir Pendlitian
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E. Pdlaksanaan Pendlitian

Pel aksanaan penelitian meliputi beberapa langkah sebagai berikut.

1. Persiapan Medium Tanam
Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah Vacin and Went
(VW) padat. Pembuatan medium tanam VW sebanyak 1 liter adalah
dengan cara memipet sgjumlah larutan stok dari komposisi medium
Vacin and Went (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 20 g/I, 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 ml/botol. Sterilisasi medium

menggunakan autoklaf dengan tekanan 17,5 psi, 121°C selama 15 menit.

2. Inokulas Mikoriza (Rhizoctonia sp.)

Inokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.) dilakukan secaralangsung pada
medium tanam anggrek secarain vitro dengan menambahkan larutan
isolat mikoriza (Rhizoctonia sp.) yang dimasukkan pada medium Vacin
and Went (VW) sebanyak 0,1 ml dan diinkubasikan pada suhu kamar

selama 72 jam (Komunikasi pribadi).
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Induksi Planlet Anggrek Cattleya sp. dengan Asam Salisilat

Asam sdlisilat ditimbang dan dilarutkan dengan akuades pada
konsentrasi 0 ppm, 90 ppm, 100 ppm, dan 110 ppm. Kemudian asam
salisilat disaring menggunakan syringe filter yang mempunyai diameter
0,45 pym sebanyak 2 kali, dilanjutkan filter berdiameter 0,22 ym satu
kali. Penyaringan dilakukan dalam ruang steril di dalam LAF Cabinet.
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 dengan volume asam salisilat sebanyak 25 ml selama 2

menit.

Penanaman Planlet pada Medium Penelitian

Planlet anggrek Cattleya sp. yang telah diinduksi dengan asam salisilat
kemudian ditanam pada masing-masing botol kultur yang berisi medium
perlakuan. 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 induksi asam salisilat dan inokulasi mikoriza



(Rhizoctonia sp.) terhadap planlet anggrek Cattleya sp. secarain vitro
dengan parameter sebagai berikut.
a. Persentase Jumlah Planlet Hidup

Perhitungan persentase jumlah planlet hidup anggrek Cattleya sp.

dengan menggunakan rumus:

Jumlah planlet yang hidup

x 100 %

jumlah seluruh planlet
(Nurcahyani dkk., 2014)
b. Visualisas Planlet
Visualisas planlet yang diamati setelah diberikan perlakuan induksi
asam sdlisilat dan inokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.) melipuiti
warna planlet dengan klasifikasi sebagal berikut: hijau, hijau dengan

bagian tertentu berwarna cokelat dan cokelat.

Jumlah planlet berwarna hijau/hijau cokelat/cokelat
Jumlah seluruh planlet

x 100 %

(Nurcahyani dkk., 2014)

6. 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 anggrek Cattleya sp., dan 0,5 mL H202 1%.
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
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dihitung dalam U/mg/min. Satu unit adalah aktivitas berubahnya OD

420 nm pada spektrofotometer per menit.

. Analisis Kandungan Klor ofil

Bahan untuk analisis kandungan klorofil menggunakan daun planl et
anggrek Cattleya sp. yang sudah diberikan perlakuan induksi asam
salisilat dan inokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.), menggunakan metode
Miazek (2002) dengan spektrofotometer. Daun planlet anggrek Cattleya
sp. sebanyak 0,1 g dihilangkan ibu tulang daunnya, digerus dengan
mortar, ditambahkan 10 mL ethanol. Larutan disaring dengan kertas
Whatman No. 1 dan dimasukkan ke dalam flakon lalu ditutup rapat.
Larutan sampel dan larutan standar (ethanol) 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 tiga kali
ulangan setiap sampel.

Kadar klorofil dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut.
Klorofil total = 5,24 A664 + 22,24 \648 mg/|

Klorofila = 13,36 A664 — 5,19 A648mg/I

Klorofil b = 27,43 \648 — 8,12 \664mg/l (Miazek, 2002).
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8. AnalisisIndeks Stomata

Pembuatan preparat stomata dilakukan dengan metode Ruzin (1999)
melalui beberapa tahap yaitu daun planlet anggrek Cattleya sp. dibuat
potongan-potongan segi empat dengan sisi £5 mm dan dimasukkan ke
dalam tabung berisi larutan kloralhidrat dalam air (5:1). Tabung dipanasi
dalam waterbath selama £10-15 menit hingga potongan daun tersebut
transparan. Potongan daun diletakkan pada gelas benda dengan
permukaan yang terdapat stomata diletakkan di sebelah atas, kemudian
ditutup dengan gelas penutup. Preparat diamati pada 5 bagian daerah
yang berlainan. Tiap sel epidermis (E) ditandai dengan (x), stomata (S)
ditandai dengan (O). indeks stomata dihitung dengan rumus sebagai

berikut.

S
Indeks Stomata = l— x 100
E+S

Hasil akhir adalah rata-rata dari 5 buah pengamatan (Ruzin, 1999).

F. AnilisaData

Data yang diperoleh dari pertumbuhan planlet anggrek Cattleya sp. selama
seleksi dengan asam salisilat dan perlakuan inokulasi Rhizoctonia mikoriza
berupa data kualitatif dan data kuantitatif. Data kualitatif disajikan dalam
bentuk deskriptif komparatif dan di dukung foto. Data kuantitatif yang
diperoleh dari setiap parameter dihomogenkan dengan menggunakan uji

Levene kemudian dianalisis dengan menggunakan Analisis Ragam pada taraf



nyata 5% dan uji lanjut dengan uji BNT (Beda Nyata Terkecil) pada taraf

nyata 5%.

37



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari hasil penelitian ini meliputi:

1. Planlet anggrek Cattleya yang diberikan perlakuan induksi asam
sdlisilat dan inokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.) memiliki karakter
ekspresi yang spesifik.

a. Kandungan klorofil a, b, dan total tertinggi terdapat pada daun
planlet anggrek Cattleya yang diberikan asam salisilat konsentrasi
110 ppm dan tidak diinokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.).

b. Aktivitas enzim peroksidase tertinggi terdapat pada planlet anggrek
Cattleya yang diberikan asam salisilat konsentrasi 110 ppm dan
inokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.).

c. Indeks stomata tertinggi terdapat pada daun planlet anggrek
Cattleya yang diberikan asam sdlisilat pada konsentrasi 100 ppm
dan inokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.).

d. Konsentras asam salisilat yang toleran terhadap planlet anggrek

Cattleya adalah 110 ppm.
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2. Terdapat interaksi antara asam salisilat konsentrasi 110 ppm dan
mikoriza (Rhizoctonia sp.) terhadap indeks stomata daun planlet

anggrek Cattleya.

B. Saran

Perlu adanya penelitian lanjutan mengenai pengamatan anatomi akar
planlet hasil inokulasi mikoriza (Rhizoctonia sp.) untuk mengetahui
adanya struktur peloton mikoriza (Rhizoctonia sp.) di dalam jaringan sel
akar planlet, peningkatan konsentrasi asam salisilat, dan penentuan dosis

mikoriza (Rhizoctonia sp.) yang sesuai untuk pertumbuhan planlet.
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