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ABSTRAK

KARAKTERISASI PLANLET ANGGREK CATTLEYA (Cattleya sp.)
SETELAH DIINDUKSI LARUTAN ATONIK DALAM CEKAMAN
KEKERINGAN SECARA IN VITRO

Oleh

Tara Sesafia Paletri

Anggrek Cattleya (Cattleya sp.) merupakan tanaman hias yang banyak digemari
masyarakat karena memiliki bentuk dan warna bunga yang indah, selain itu memiliki
nilai ekonomi yang tinggi.Kendala dalam pembudidayaan Cattleyaadalah kelembaban
yang rendah dan ketersediaan air yang kurang.Penambahaan zat pengatur tumbuh
atonik dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman.Tujuan penelitian ini yaitu untuk
mengetahui konsentrasi PEG yang dapat ditoleran dan konsentrasi atonik yang
optimum untuk pertumbuhan planlet anggrek Cattleya yang tumbuh dalam kondisi
cekaman kekeringan, dan karakter spesifik anggrek cattleya yang diamati meliputi
kandungan Kklorofil, indeks stomata, dan kandungan karbohidrat. Penelitian ini
dilakukan secara faktorial dengan Rancangan Acak Lengkap (RALF) yang terdiri dari
2 faktor, yaitu larutan atonik dengan 3 taraf: 0 mL/L, 2 mL/L, 3 mL/L serta PEG
6000 dengan 3 taraf: 0%, 20%, 25%, dengan 3 kali ulangan. Homogenitas ragam
diuji menggunakan uji Levene dilanjutkan dengan analisis ragam pada taraf nyata 5%
dan uji lanjut BNT pada taraf nyata 5%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
konsentrasi PEG 6000 20% dan 25% masih dapat ditolerir oleh planlet anggrek
Cattleya, sedangkan konsentrasi larutan atonik yang optimum untuk pertumbuhan
anggrek Cattleya adalah 2 mL/L. Karakter ekspresi planlet anggrek Cattleya yang
diperoleh adalah, semakin tinggi konsentrasi PEG 6000 maka kandungan klorofil a,
b, total serta indeks stomata mengalami penurunan, sedangkan kandungan
karbohidrat terlarut total meningkat.

Kata kunci :Cattleya sp. Lindl, Poly Ethylene Glycol 6000, Atonik, in vitro.
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l. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Indonesia mempunyai beragam jenis tumbuhan termasuk tumbuhan epifit. Salah
satunya adalah jenis anggrek yang diperkirakan jumlahnya lebih dari 5000 jenis.
Bertanam anggrek sangat menguntungkan untuk masyarakat di wilayah
Indonesia karena ditunjang oleh iklim yang sesuai. Indonesia sendiri merupakan
negara dengan tingkat kekayaan plasma nutfah anggrek terbesar kedua setelah

Brasil (Darmono, 2003).

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

(Ramadiana dkk., 2008).

Sarwono (2002) menyatakan bahwa anggrek merupakan salah satu tanaman
berbiji dari suku Orchidaceae yang banyak diminati karena bentuk dan warna

bunganya menarik sehingga dapat digunakan sebagai bahan baku industri bunga



potong, tanaman pot, atau hiasan taman. Perkembangan produksi tanaman
anggrek di Indonesia terbilang 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 menurunnya volume ekspor tanaman anggrek dari Indonesia.

Salah satu jenis anggrek yang banyak digemari di Indonesia adalah marga
Cattleya. Keistimewaan anggrek Cattleya adalah bunganya yang besar, berwarna
cerah, dan baunya harum (Kasim, 2006).Keindahan dan kecantikan bunga
anggrek membuat tanaman ini disebut queen of flower (Rahmatia, 2007).
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 selain
ukuran bunganya yang besar adalah warna bunganya yang sangat beragam

(Iswanto 2010).

Tanaman anggrek memerlukan kadar air yang tepat untuk tumbuh dengan baik.
Pemberian air yang terlalu banyak dapat menyebabkan akar membusuk dan
tanaman mati (Gunawan, 2007). Namun pada daerah tertentu seperti wilayah
lampung yang sering mengalami musim kemarau berkepanjangan justru dapat
menyebabkan cekaman kekeringan bagi tanaman anggrek sehingga

mengakibatkan tanaman kekurangan unsur hara (Agrios, 2004).



Cekaman kekeringan pada tanaman anggrek dapat disimulasikan dengan cara
mengurangi potensial air media tanpa menyebabkan keracunan bagi tanaman
tersebut melalui induksi PEG dengan berat molekukl yang tepat ditambahkan
pada medium in vitro (Lawyer, 1970). Michel dan Kaufman (1973) menyatakan
kondisi cekaman kekeringan secara in vitro dapat disimulasi dengan menurunkan
potensial air media, yaitu dengan penambahan senyawa PEG (Poly Ethylene
Glycol) 6000. Besarnya penurunan potensial air tergantung pada konsentrasi dan
berat molekul PEG yang diberikan. Penggunaan senyawa PEG dalam induksi
cekaman air pada tanaman sudah dipakai sejak lama. PEG banyak dimanfaatkan
sebagai komponen seleksi pada berbagai jenis tanaman dapat menurunkan
pertumbuhan tanaman sekaligus dapat menghasilkan genotip-genotip baru yang

tahan terhadap cekaman kekeringan (Hutami, 2006).

Upaya meningkatkan produktivitas anggrek Cattleya dapat dilakukan dengan
pemberian Zat Pengatur Tumbuh (ZPT). Atonik merupakan zat pengatur tumbuh
yang berfungsi merangsang proses fisiologi dan metabolism, efektif dalam
mempercepat perkembangan sel, meningkatkan perkecambahan benih,
menambah kekuatan tanaman, jumlah bunga. Atonik juga dapat meningkatkan
toleransi perakaran dan pertumbuhan tanaman terhadap tekanan suhu dan

kekeringan (Gornik dan Grzesik, 2005).

Atonik adalah ZPT yang mengandung senyawa nitroaromatik, natrium ortho

nitrofenol, natrium 2,4 dinitrofenol, natrium paranitrofenol, natrium 5 nitro



guaikolat. Zat-zat tersebut berfungsi merangsang proses fisiologi dan
metabolisme, sehingga unsur hara didalam tanaman dan hasil serapan

dimanfaatkan secara optimal dan berimbang (Mokko dkk., 1993).

Sejauh ini belum banyak dilakukan penelitian untuk mendapatkan planlet
anggrek Cattleya yang tahan terhadap cekaman kekeringan setelah diinduksi
larutan atonik secara in vitro. Oleh karena itu penelitian ini menarik untuk

dilakukan.

Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah :

1. mengetahui konsentrasi larutan atonik yang optimum untuk pertumbuhan
planlet anggrek Cattleya yang resisten terhadap cekaman kekeringan secara
in vitro.

2. mengetahui konsentrasi PEG 6000 yang dapat ditoleran oleh pertumbuhan
planlet anggrek Cattleya yang resisten terhadap cekaman kekeringan secara
in vitro.

3. mengetahui pengaruh interaksi antara larutan atonik dengan PEG 6000 pada

setiap ekspresi karakter planlet anggrek Cattleya.



4. mengetahui ekspresi karakter spesifik planlet anggrek Cattleya yang
mengalami cekaman kekeringan berdasarkan kandungan klorofil, indeks

stomata, dan kandungan karbohidrat.

C. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian diharapkan mampu memberikan informasi tentang peran atonik
dan PEG 6000 terhadap ketahanan planlet anggrek Cattleya sp. terhadap

cekaman kekeringan. Secara ilmiah dapat menjelaskan peran larutan atonik dan
PEG 6000 diharapkan mampu memberikan kontribusi dalam ilmu pengetahuan

terutama di bidang pemulian dan ilmu terapan yang terkait.

D. Kerangka Pemikiran

Anggrek merupakan salah satu flora Indonesia dengan jumlah jenis yang cukup
banyak. Keberhasilan anggrek yang tumbuh dan berkembang di wilayah
Indonesia karena iklim Indonesia yang sesuai untuk pertumbuhan. Anggrek
diketahui memiliki nilai ekonomi yang tinggi sehingga banyak diminati di

masyarakat.

Anggrek Cattleya memiliki keistimewaan dibandingkan dengan jenis anggrek

lainnya yaitu bentuk bunganya besar, warnanya beragam dan menarik, dan bau



bunganya yang harum. Keistimewaan inilah yang membuat anggrek ini dapat

bersaing di pasar nasional maupun internasional.

Salah satu kendala dalam pembudidayaan anggrek adalah iklim karena tidak
semua wilayah di Indonesia memiliki iklim yang bersuhu dingin/rendah. Syarat
tumbuh anggrek dipengaruhi oleh suhu yang rendah, cahaya matahari yang
rendah (30% cahaya penuh), dan kelembaban udara. Sedangkan untuk wilayah
Bandar Lampung sering mengalami kondisi musim kemarau berkepanjangan.

Hal ini dapat menyebabkan terjadinya cekaman kekeringan.

Salah satu cara untuk mengatasi cekaman kekeringan adalah dengan mencari
genotip yang tahan terhadap cekaman kekeringan yang dapat diperoleh melalui

seleksi in vitro menggunakan larutan atonik dan Poly Ethylene Glycol (PEG).

Hipotesis

Hipotesis pada penelitian ini adalah :

1. terdapat kisaran konsentrasi larutan atonik yang optimum untuk pertumbuhan
planlet anggrek Cattleya yang resisten terhadap cekaman kekeringan secara
in vitro.

2. terdapat kisaran konsentrasi PEG yang dapat ditolerir untuk pertumbuhan
planlet anggrek Cattleya yang resisten terhadap cekaman kekeringan secara

in vitro.



. terdapat interaksi antara larutan atonik dengan PEG 6000 pada setiap
ekspresi karakter planlet anggrek Cattleya.
. adanya ekspresi karakter spesifik pada planlet anggrek Cattleya yang

mengalami cekaman kekeringan.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Anggrek Cattleya

1. Klasifikasi

Klasifikasi bunga anggrek Cattleya dalam sistem klasifikasi Cronquist (1981)

dan APG 11 (2003) adalah sebagai berikut :

Kerajaan : Plantae
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Liliopsida
Bangsa : Asparagales
Suku : Orchidaceae
Marga : Cattleya
Jenis : Cattleya sp.

2. Morfologi

Tanaman anggrek Cattleya sp. merupakan famili Orchidaceae yang menjadi
salah satu tanaman hias populer di seluruh dunia. Tanaman ini memiliki
jenis, variasi bentuk, warna, dan karakter bunga yang sangat indah dan unik

(Qosim dkk., 2012). Sekitar 20 % masyarakat Indonesia menyukai anggrek



potong jenis Cattleya sp. (Departemen Pertanian, 2015). Permintaan pasar
terhadap anggrek Cattleya semakin meningkat. Akibat terjadinya permintaan
tersebut, menyebabkan anggrek Cattleya memiliki nilai ekonomi yang cukup
tinggi sehingga sangat potensial untuk dikembangkan secara komersial

(Gunawan, 2007).

Anggrek Cattleya termasuk epifit yaitu tanaman yang menempel pada
tanaman lain menggunakan akarnya. Anggrek Cattleya memiliki bentuk akar
silindris dan berujung runcing. Akar anggrek umumnya akar lunak, mudah
patah, dan sedikit lengket. Akar anggrek Cattleya tampak berwarna putih
keperak-perakan pada bagian luarnya dan berwarna hijau hanya pada bagian

ujungnya jika dalam keadaan kering (Darmono, 2003).

Batang anggrek Cattleya biasanya mengalami penebalan membentuk batang
semu (pseudobulb) (Hew dan Young, 1997). Pseudobulb biasanya berbentuk
ganda agak pipih, keras dan berdaging serta memiliki ukuran yang bervariasi

tergantung pada spesiesnya (Darmono, 2003).

Daun anggrek Cattleya berbentuk lebar dengan tulang daun lurus, dan
berjumlah satu atau dua helai tiap batang (Sandra, 2003). Anggrek Cattleya
yang sering dijumpai adalah jenis anggrek Cattleya berdaun tebal dan banyak

mengandung air (Darmono, 2003).
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Bentuk bunga anggrek Cattleya termasuk ke dalam tipe zigomorfik yaitu tipe
yang hanya dapat dibagi dalam satu simetri. Anggrek Cattleya memiliki buah
berbentuk kapsul yang berbelah enam. Buah-buah tersebut mengandung
banyak biji yang tidak memiliki endosperma (Gunawan, 1986).

Morfologi anggrek Cattleya disajikan pada Gambar 1.

Gambar 1.Bunga anggrek Cattleya
(Foto Paletri, diambil di Koleksi Soerjanto Orchids, Batu, Jawa Timur, 2017)
3. Syarat Tumbuh Anggrek
Anggrek Cattleya memiliki syarat lingkungan tertentu untuk tumbuh.
Anggrek ini dapat tumbuh pada daerah dengan ketinggian antara 750-2000
mdpl. Pertumbuhan anggrek Cattleya dipengaruhi oleh suhu, cahaya
matahari, dan kelembaban udara. Ketiga faktor lingkungan ini merupakan

faktor primer yang menentukan keadaan iklim lingkungan setempat.
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Di samping faktor primer terdapat juga faktor lingkungan sekunder yaitu
medium pertumbuhan, air, dan makanan, serta faktor tambahan seperti hama

dan penyakit (Sarwono, 2002).

Menurut Soeryowinoto (1974), suhu yang baik untuk pertumbuhan anggrek
Cattleya yaitu suhu pada siang hari antara 21-32 °C dan suhu malam hari
antara 13- 18 °C. Menurut Soeryowinoto (1974), anggrek Cattleya
membutuhkan intensitas penyinaran matahari berkisar antara 2000-4000 fc
atau 30% cahaya matahari penuh. Kelembaban nisbi (RH) yang dibutuhkan
anggrek berkisar antara 60-80 %. Faktor kelembaban ini biasanya disertai

dengan kelancaran sirkulasi udara (Iswanto, 2002).

B. Cekaman Kekeringan

Cekaman kekeringan merupakan salah satu faktor penghambat utama dalam
meningkatkan produksi tanaman terutama di daerah-daerah yang mempunyai
hambatan ketersediaan air. Kekeringan dapat merupakan cekaman primer
maupun cekaman sekunder. Cekaman primer disebabkan oleh kekurangan air di
lingkungan sekitar tumbuhan, sedangkan cekaman sekunder diinduksi oleh
keadaan dingin, pembekuan, panas atau kadar garam. Ketika sel tumbuhan telah
kehilangan air dan mempunyai tekanan turgor yang lebih rendah dibandingkan
dengan nilai maksimumnya maka dapat dikatakan bahwa tumbuhan tersebut

mengalami cekaman kekeringan (Darusman dkk., 1991; Tal, 1983; Fitter dan
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Hay, 1994). Di samping itu permintaan air yang berlebihan oleh daun akibat laju
evapotranspirasi yang melebihi laju absorpsi air walaupun ketersediaan air tanah
cukup juga mengakibatkan cekaman kekeringan. Oleh sebab itu laju transpirasi,

sistem perakaran, dan ketersediaan air tanah mempengaruhi serapan air oleh akar

tanaman (Lakitan, 1996; Bray, 1997).

Cekaman kekeringan dari tingkat paling ringan sampai paling berat dapat
mempengaruhi proses-proses biokimia yang berlangsung dalam sel tumbuhan.
Kekeringan mempengaruhi reaksi-reaksi fotosintesis, sehingga laju fotosintesis
menurun. Salah satu aspek fotosintesis yang sangat sensitif terhadap cekaman
kekeringan, termasuk cekaman tingkat ringan, ialah biosintesis klorofil (Fitter
dan Hay, 1994). Di samping itu pembentukan protoklorofil terhambat pada

potensial air sedikit di bawah 0 atm (Salisbury dan Ross, 1992).

Jika tanaman mengalami kekeringan, terdapat dua macam respon yang dapat
memperbaiki status air adalah (1) mengubah distribusi asimilat baru untuk lebih
mendukung pertumbuhan akar daripada tajuk, sehingga dapat meningkatkan
kapasitas akar menyerap air serta menghambat pertumbuhan tajuk untuk
mengurangi transpirasi dan (2) mengatur derajat pembukaan stomata untuk

menghambat hilangnya air melalui transpirasi (Mansfield dan Atkinson, 1990).

Mansfield dan Atkinson (1990) menyatakan bahwa mekanisme resistensi suatu

tanaman terhadap cekaman dapat dikelompokkan menjadi 3 kategori yaitu
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“escape drought” (melepaskan diri dari cekaman kekeringan), “avoidance”
(penghindaran dari kekeringan), dan toleran. Pada saat terjadi kekeringan
tanaman dapat melakukan lebih dari satu mekanisme secara bersamaan.
Resistensi escape adalah kemampuan suatu tanaman dalam menyelesaikan siklus
hidup sebelum mengalami kekurangan air yang parah. Resistensi penghindaran
adalah kemampuan tanaman untuk tetap menjaga potensial jaringan dengan cara
meningkatkan penyerapan air. Sedangkan resistensi toleran adalah kemampuan

suatu tanaman untuk menjaga turgor melalui pengaturan osmotik.

Poly Ethylene Glycol (PEG)

Senyawa polyethylene glycol (PEG) merupakan senyawa yang dapat
menurunkan potensial osmotik suatu larutan melalui aktivitas sub-unit etilena
oksida yang dapat mengikat molekul air dengan ikatan hydrogen. PEG
penggunaannya sudah luas dalam berbagai formulasi farmasetikal termasuk
parenteral, topical, ophthalmic oral dan rektal. PEG ini stabil dalam air dan tidak

menyebabkan iritasi kulit (Raymond, 2006).

Menurut Haris (1997) ciri-ciri PEG yaitu akan menjadi kental jika dilarutkan,
tidak berwarna dan berbentuk putih. PEG juga sering disebut PEO (Polietilene
oxide), POE (Polyoxyethylene), dan Polyoxirane. PEG memiliki sifat-sifat antara
lain : 1). Larut dalam air, 2). Tidak larut dalam ethyleter, Hexana, ethylene

glikol, 3). Tidak dapat larut dalam air yang memiliki suhu tinggi, 4). Tidak
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beracun, 5). Sebagai agen seleksi sifat ketahanan gen yang toleran terhadap
kekeringan. PEG 6000 memiliki struktur bentuk padat, berwarna putih, suhu
lebur 55 - 63 °C, berat molekul 6000-7000. Komposit polimer karbon dari PEG
6000 yaitu 0,082 mho. Konduktivitas yang paling besar ditunjukkan oleh PEG
600 sebelum penambahan uap etanol 90% hasil komposit polimer karbon

(Gunawan dan Azhari, 2010).

Senyawa Poly Ethylene Glycol dapat menurunkan potensial air pada media untuk
mendapatkan tanaman bervarian yang toleran terhadap cekaman kekeringan dan
telah dilakukan terlebih dahulu pada tanaman padi, sorgum, dan anggur (Adkins
dkk., 1995). Hasil penelitian yang pernah dilakukan menunjukkan adanya
korelasi positif antara toleransi sel atau jaringan yang telah dikulturkan secara in

vitro terhadap PEG dengan toleransi tanaman terhadap cekaman kekeringan.

Beberapa kelebihan dari senyawa PEG yaitu selektif agen diantaranya tidak
toksis terhadap tanaman, dapat larut dalam air, dan telah digunakan untuk
mengetahui pengaruh kelembaban terhadap perkecambahan biji tanaman
budidaya (Plaut dkk., 1985). Senyawa PEG dengan berat molekul 6000 lebih
sering dipilih karena PEG ini lebih mampu bekerja dengan baik pada tanaman

dibandingkan PEG dengan berat molekul rendah (Michel dan Kaufman, 1973).
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D. Atonik

Salah satu jenis zat pengatur tumbuh (ZPT) yang berperan untuk pertumbuhan
akar, tunas, dan mempercepat pertumbuhan benih adalah atonik. Atonik adalah
ZPT yang mengandung senyawa nitroaromatik, natrium ortho nitrofenol 0,2;
natrium 2,4 dinitrofenol 0,050/0,-natrium paranitrofenol 0,302, natrium 5 nitro
guaikolat 0,I0%. Atonik merupakan salah satu bentuk zat pengatur tumbuh
sintetik yang berbentuk cairan kuning kecoklatan, mudah diserap tanaman,
efektif mempercepat perkembangan sel, menambah kekuatan tanaman, dan
meningkatkan produksi tanaman (Gornik dan Grzesik, 2005). Atonik berfungsi
dalam merangsang proses fisiologi dan metabolism, sehingga unsure hara
didalam tanaman dan hasil serapan dimanfaatkan secara optimal dan berimbang

(Moko dkk., 1993).

Menurut Szydlo dan Pacholczak (2010), larutan atonik dapat juga merangsang
pertumbuhan Hydrangea arborescens dan mengurangi setengah dari dosis pupuk
yang dianjurkan. Toleransi perakaran dan pertumbuhan stek tanaman anggur
terhadap tekanan suhu dan kekeringan dapat ditingkatkan dengan pemberian
larutan atonik. Selain itu, senyawa ini dapat menurunkan kerusakan selama
penyimpanan musim dingin juga mempengaruhi perfumbuhan lebih lanjut di

musim vegetasi berikutnya (Gornik dkk.,2007).
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Penggunaan ZPT Atonik dengan takaran 1 mL/L menghasilkan pengaruh
terhadap perlakuan pada biji duku, karena dengan takaran tersebut dapat memacu
auksin endogen untuk meningkatkan tekanan osmosis sel, sintesis protein,
plastisitas dinding sel, dan pembesaran sel tanaman (Sumiati, 2001). Menurut
Irma (2013) konsentrasi zat pengatur tumbuh atonik yang terbaik dan
berpengaruh pada pertumbuhan dan hasil tanaman jagung semi yakni pada

konsentrasi 2 mL/L air.

Demikian juga Ardaka dkk., (2011) telah membuktikan bahwa ZPT atonik
dengan stek pucuk yang beruas tiga (AB) paling baik digunakan untuk
memperbanyak tanaman kalumpang secara vegetatif dengan persentase hidup
90%. Selain itu, atonik juga berhasil meningkatkan induksi perakaran hingga
89% dan rata-rata tunas yang tumbuh 2,4/batang terhadap eksplan batang apikal

kakao dengan pemberian atonik.

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
memperbanyak diri dan menjadi tanaman yang lengkap (Gunawan, 1992).
Teknik kultur jaringan memiliki keuntungan yaitu menghasilkan tanaman baru

dengan jumlah yang banyak dan dalam waktu yang singkat (Ning, 2013). Teknik
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kultur jaringan dapat dilakukan dengan memodifikasi media dengan penambahan

persenyawaan organik komplek (Untari dan Puspitaningtyias, 2006).

Keberhasilan kultur jaringan sangat bergantung pada media tumbuh

yang digunakan. Media tumbuh yang digunakan mengandung 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 dan Skyluk, 1981). Menurut Zulkarnain
(2009), keberhasilan proses kultur jaringan juga ditentukan oleh berbagai faktor
seleksi in vitro, sterilisasi berbagai alat yang digunakan, sterilisasi ekplan,
komposisi medium dasar yang digunakan, kecukupan nutrien dan komponen

lainnya, kelengkapan zat pengatur tumbuh, dan faktor lingkungan sekitar.

Kultur jarinngan memiliki 2 konsep dasar yang jelas yaitu (1) bahan tanaman
yang bersifat totipotensi dan (2) budidaya yang terkendali. Konsep dasar ini
adalah mutlak dalam pelaksanaan kultur jaringan karena hanya dengan sifat
totipotensi ini, sel, jaringan, organ yang digunakan akan mampu tumbuh dan
berkembang sesuai tujuan budidaya in vitro. Sifat bahan yang totipotensi saja
tidak cukup untuk kesuksesan kegiatan kulturjaringan. Keadaan media tempat
tumbuh, lingkungan yang mempengaruhinyaseperti : kelembaban, temperatur,
cahaya, serta sterilisasi peralatan yang digunakan adalah hal mutlak yang harus

dikendalikan (Santoso dan Nursandi, 2004).
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F. Biosintesis Klorofil

Klorofil merupakan molekul kompleks yang berperan penting dalam proses
fotosintesis dan berperan sebagai pengabsorbsi cahaya, transfer energi, transfer
elektron dan katalisator pada tumbuhan (Taiz dan Zeiger, 1998). Klorofil
bersama dengan COz, air, dan cahaya matahari berperan dalam membentuk
karbohidrat pada proses fotosintesis (Jumin, 1989). Klorofil merupakan faktor
utama yang mempengaruhi proses fotosintesis. Proses ini penting pada
tumbuhan untuk mempertahankan pertumbuhan dan perkembangan tanaman

(Lie dkk., 2006).

Klorofil memiliki tiga fungsi utama dalam fotosintesis, yaitu memanfaatkan

energi matahari, memicu fiksasi CO2 untuk menghasilkan karbohidrat dan
menyediakan energi bagi ekosistem (Bahri, 2010). Klorofil di dalam kloroplas
sering terikat longgar pada protein (Harbourne,1987). Sifat fisik klorofil antara
lain memantulkan cahaya lain yang tidak diserapnya. Sedangkan sifat kimia pada
klorofil yaitu tidak larut dalam air namun larut pada senyawa yang lebih polar

seperti etanol (Dwidjoseputro, 1994).

Sintesis klorofil pada daun digunakan untuk menangkap cahaya dengan jumlah
yang berbeda tergantung dengan faktor lingkungan dan genetic setiap spesies.

Faktor-faktor yang mempengaruhi sintesis klorofil yaitu cahaya, gula, air,
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karbohidrat, faktor genetik, temperatur, dan unsur-unsur seperti: N, Fe, Mg, Mn,
Cu, Zn, S, dan Oksigen. Unsur Nitrogen merupakan salah satu faktor yang
penting untuk pembentukan klorofil yang merupakan unsur hara makro

(Hendriyani dan Nantya, 2009).

Ketersediaan air dan unsur hara dari dalam tanah berperan penting dalam
sintesis klorofil (Syafi, 2008). Karbohidrat yang dihasilkan dalam fotosintesis
memiliki banyak fungsi, salah satunya adalah penyusun dinding sel. Komponen
dinding sel yang tebal akan menghambat penetrasi patogen. Oleh karena itu,
kandungan klorofil dapat dijadikan parameter dalam mengukur ketahanan

tanaman terhadap patogen.

Sintesis klorofil sangat dipengaruhi oleh air. Klorofil akan meningkat saat hujan
dan akan menurun saat keadaan tanah gersang. Kadar air pada daun berperan
dalam mempertahankan jumlah maksimum kadar klorofil (Homayoun dkk.,

2011).

G. Stomata

Stomata merupakan celah pada epidermis yang dibatasi oleh sel penutup. Sel
penutup berfungsi mengatur pelebaran dan penyempitan celah. Selain itu

terdapat sel yang mengelilingi stomata disebut sel tetangga. Sel tetangga



20

memiliki peran penting didalam perubahan osmotik dan mengatur dalam lebar

celah dan gerakan sel penutup (Hidayat, 1995).

Pada tumbuhan, stomata berfungsi sebagai organ respirasi. Stomata mengambil
CO2 dari udara sebagai bahan fotosintesis, kemudian akan mengeluarkan O2
sebagai hasil fotosintesis (Salisbury dan Ross, 1995). Stomata pada umumnya
terdapat pada permukaan bawah daun, tetapi pada beberapa jenis tumbuhan

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

Stomata berperan penting sebagai alat untuk adaptasi tanaman terhadap cekaman
kekeringan. Pada kondisi kekeringan maka stomata akan menutup sebagai upaya
untuk menahan laju transpirasi. Beberapa tanaman beradaptasi dengan cara
mengurangi ukuran stomata dan jumlah stomata. Mekanisme membuka dan
menutup stomata pada tanaman yang toleran terhadap cekaman kekeringan
sangat efektif sehingga jaringan tanaman dapat menghindari kehilangan air

melalui penguapan (Price dan Courtois, 1999).

Karbohidrat

Karbohidrat merupakan senyawa yang mengandung unsur C, H, dan O yang
terdapat pada tumbuhan hingga 75%. Rumus senyawa kimia karbohidrat yaitu

Cn(H,O)n atau CnH,,On (Wiratmaja, 2011).
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Karbohidrat terdapat dalam berbagai bentuk diantaranya sukrosa, glukosa dan
fruktan. Kandungan karbohidrat terlarut membantu tumbuhan dalam
mempertahankan kehidupan pada kondisi cekaman (Masuko dkk., 2005). Selain
pada batang kandungan karbohidrat juga dapat dijumpai pada akar dan daun.
Perubahan karbohidrat terlarut total berpengaruh secara langsung terhadap

respon fisiologis seperti fotosintesis dan respirasi (Kerepesi dan Galiba, 2000).

Cekaman kekeringan menyebabkan hasil fotosintesis menurun. Bila hasil
fotosintesis tidak lagi mencukupi maka pemecahan molekul karbohidrat
terlarut digunakan untuk mempertahankan proses metabolisme (Zhang dkk.,
2010). Menurut Mafakheri dkk., (2010) tanaman yang mengalami kondisi

cekaman kekeringan, kandungan karbohidrat terlarut totalnya meningkat.



I11.  METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan dari Oktober 2017 sampai Desember 2017
di ruang In Vitro, Laboratorium Botani, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika

dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

B. Alat dan Bahan

1. Alat-alat
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alumunium foil,
autoklaf, laminar air flow cabinet (LAF), pinset, scalpel, mata pisau scalpel,
kertas filter, erlenmeyer berukuran 50ml, kertas label, mikroskop, mikropipet,
pipet tip, spektrofotometri, tabung reaksi, rak tabung reaksi, timbangan
analitik, tisu, waterbatt, dan kamera.

2. Bahan-bahan
Bahan-bahan yang digunakan adalah planlet anggrek Cattleya sp. yang
diperoleh dari “Soerjanto Orchid” Batu, Jawa Timur, alkohol 70% dan 96%

untuk sterilisasi alat dan bahan, akuades, Poly Ethylen Glikol (PEG) 6000,
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bahan dasar Vacin dan Went (VW), Benzine Amino Purine (BAP), sukrosa,
Plant Preservative Mixture (PPM), Kalium Hidroksida (KOH), Asam
Chlorida (HCL), agar, arang aktif, larutan stok organik yaitu sukrosa, vitamin,

asam amino, detergen dan baycline.

C. Rancangan Percobaan

Penelitian dilaksanakan secara faktorial yang disusun dalam Rancangan Acak
Lengkap, dengan dua faktor. Faktor A: larutan atonik yang terdiri dari 3 taraf
perlakuan yaitu O mL/L (A1), 2 mL/L (A;), dan 3 mL/L (A3), dan faktor B:
konsentrasi Poly Ethylene Glycol (PEG) 6000 yang terdiri atas 3 taraf perlakuan
yaitu 0% (B3), 20% (B.), dan 25% (Bs). Masing-masing unit perlakuan diulang 3
kali dan setiap ulangan terdiri dari 3 planlet anggrek Cattleya. Notasi faktor taraf
kombinasi perlakuan disajikan pada Tabel 1 dan tata letak percobaan disajikan
pada Tabel 2.

Tabel 1. Notasi faktor kombinasi perlakuan

Faktor A
Taraf A Ao Az
B A1B; AB; AsB;
B> Ai1B A;B; AsB;
B Bs A1B3 A:B3 AsB3
Keterangan :

A : Larutan atonik ; 0 mL/L (Al); 2 mL/L (A2); 3 mL/L (A3)
B : PEG 6000 ; 0% (B1); 20% (B2); 25% (B3)



Tabel 2. Tata letak satuan percobaan

Al1B1U2 A2B2U1 A3B2U1
A3B1U1 A2B3U2 A2B1U3
A1B1U3 A3B2U2 Al1B2U2
A3B3U2 A2B1U1 A1B1U3
A1B3U2 A2B3U3 A2B2U2
A3B1U3 A2B1U2 Al1B2U1
A2B3U1 A3B2U3 A1B2U3
A2B2U3 A3B3U1 Al1B1U1
A1B3U1 A3B3U3 A3B1U2
Keterangan :

A : Larutan atonik ; 0 mL/L (Al); 2 mL/L (A2); 3 mL/L (A3)
B : PEG 6000 ; 0% (B1); 20% (B2); 25% (B3)
U : Ulangan (U1), (U2), (U3)

D. Bagan Alir Penelitian
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Penelitian ini terdiri atas beberapa tahap, yaitu : 1) Penentuan Kisaran konsentrasi

larutan atonik untuk perendaman planlet Cattleya sebelum penanaman dalam
medium, 2) Penanaman planlet Cattleya ke dalam medium VW yang sudah

ditambahkan PEG 6000 sesuai konsentrasi, 3) Analisis karakter ekspresi yang

spesifik pada planlet Cattleya meliputi analisis kandungan klorofil a, b, dan total,

visualisasi planlet, indeks stomata, persentase jumlah planlet yang hidup dan

kandungan karbohidrat. Pengamatan dilakukan setiap hari selama 3 minggu.
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Tahap penelitian disajikan dalam bentuk bagan alir seperti tercantum pada

Gambar 2.
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E. Pelaksanaan Penelitian

Pelaksaan penelitian meliputi berapa langkah sebagai berikut :

1. Sterilisasi Alat
Alat-alat gelas dan dissecting set (scalpel, mata scalpel, pinset) dicuci
dengan sabun cuci kemudian dibilas dengan air mengalir dan diautoklaf. Alat
dari bahan gelas ditutup plastik, sedangkan alat-alat dari bahan logam dan
cawan petri dibungkus dengan kertas hvs. Semua alat tersebut disterilisasi

dalam autoklaf pada temperatur 121°C, selama 30 menit.

2. Persiapan Medium Tanam
Medium tanam yang digunakan dalam penelitian ini adalah medium Vacin
dan Went (VW) padat. Pembuatan medium tanam VW sebanyak 1 liter
adalah dengan cara memipet sejumlah larutan stok, kemudian dimasukkan ke
dalam labu takar 1 liter. Akuades ditambahkan sampai tanda 1 liter dan pH
diatur pada pH 5, dengan menambahkan KOH 1N jika terlalu asam dan HCL
AN jika terlalu basa. Larutan tersebut kemudian dipindahkan ke dalam wadah
yang lebih besar kemudian ditambahkan agar-agar 7g/l, sukrosa 30g/l, dan
PPM 0,5 ml/l. Larutan medium dipanaskan sambil diaduk untuk melarutkan
agar-agar sampai mendidih. Penambahan ZPT dilakukan setelah larutan
medium diangkat dari pemanas. Larutan medium tanam kemudian

dituangkan ke dalam botol kultur sebanyak 20ml/botol. Sterilisasi medium
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dilakukan dalam autoklaf pada tekanan 17,5 psi dan suhu 121°C selama 15

menit.

Persiapan Medium Seleksi

Sebelum digunakan, PEG yang telah dilarutkan dengan akuades pada
konsentrasi tertentu disaring menggunakan syringe filter berdiameter 0,45
um sebanyak 2 kali dilanjutkan dengan filter berdiameter 0,22 um satu kali.
Penyaringan dilakukan dalam ruang steril di dalam LAF Cabinet. Selanjutnya
PEG ditambahkan ke dalam medium VW yang telah disterilisasi
menggunakan autoklaf. Sebelum digunakan, medium diinkubasi selama 7
hari pada suhu kamar (25°C) untuk memastikan bahwa PEG telah tersaring
dengan baik. Apabila dalam waktu 7 hari tidak terjadi kontaminasi pada

medium, maka medium dapat digunakan.

Induksi Planlet Dengan Larutan Atonik

Larutan atonik dilarutkan terlebih dahulu dengan akuades pada konsentrasi
tertentu disaring menggunakan syringe filter berdiameter 0,45 um sebanyak
2 kali, dilanjutkan filter berdiameter 0,22 um satu kali. Penyaringan
dilakukan dalam ruang steril di dalam LAF Cabinet, kemudian larutan atonik
diencerkan sehingga diperoleh 3 konsentrasi yaitu 0 mL/L, 2 mL/L, 3 mL/L.
Larutan atonik kemudian digunakan untuk merendam planlet anggrek

Cattleya selama 10 menit.
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5. Pengamatan
Pengamatan dilakukan pada akhir minggu ke-3 inkubasi dan dievaluasi untuk
mengetahui konsentrasi Poly Ethylene Glycol (PEG) dan Atonik yang
optimum untuk seleksi planlet anggrek secara in vitro. Setelah 3 minggu
inkubasi, planlet yang masih hidup di dalam botol kemudian dikarakterisasi
berdasarkan parameter sebagai berikut.
a. Persentase Jumlah Planlet yang Hidup
Persentase jumlah planlet anggrek yang hidup dihitung dengan
menggunakan rumus menurut Nurcahyani dkk.,(2014)

Jumlah planlet yang hidup x 100%
Jumlah seluruh planlet

b. Visualisasi Tanaman
Visualisasi planlet yang diamati meliputi warna planlet dengan klasifikasi
sebagai berikut: hijau, hijau dengan bagian tertentu berwarna cokelat, dan

cokelat.

c. Analisis Kandungan Klorofil
Bahan yang digunakan untuk analisis klorofil yaitu daun planlet anggrek
Cattleya yang telah diinduksi atonik dan diseleksi dengan PEG 6000
mengikuti metode Miazek (2002) dengan menggunakan
spektrofotometer. Daun planlet Cattleya sebanyak 1 gram yang

dibersihkan dari ibu tulang daunnya, digerus 100% dengan pestle dalam
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mortar kemudian ditambahkan 5 ml ethanol 96%. Larutan disaring
dengan kertas Whatman No. 1 dan dimasukkan ke dalam flakon lalu
ditutup rapat. Larutan sampel dan larutan standar (ethanol 96%) diambil
sebanyak 1 mL, dimasukkan dalam kuvet. Pembacaan serapan sampel
dalam kuvet dilakukan dengan spektrofotometer UV pada panjang
gelombang (1) 649 nm dan 665 nm. Kadar klorofil dihitung dengan

menggunakan rumus sebagai berikut.

Chla =13.36 Agss — 5.19 Agso (W x 1000)

Chib= 27.43 Asso — 8.12 Agss(——)

w x 1000

Chlitotal = 22.24 Agsg — 5.24 Ases (W xiooo)

Keterangan :

Chla = klorofil a

Chib = klorofil b

Chltotal = klorofil total

Ages = absorbansi pada panjang gelombang 665 nm
Ags9 = absorbans pada panjang gelombang 649 nm
V = volume etanol

W = berat daun

d. Indeks Stomata
Pembuatan preparat stomata dilakukan mengikuti metode dari Ruzin

(1999) sebagai berikut.



30

Daun planlet Cattleya dipotong — potong berbentuk segi empat dengan
sisi £ 5 mm. Potongan daun dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi
larutan cloralhidrat dalam air (5:1). Tabung dipanaskan dalam waterbath
pada suhu 30°C sampai 100°C selama +10-15 menit hingga potongan
daun tersebut transparan. Potongan daun diletakkan dalam larutan
cloralhidrat pada gelas benda. Permukaan tempat tercetak stomatan
diletakkan menghadap ke atas, kemudian ditutup dengan gelas penutup.
Preparat diamati pada 3 daerah pengamatan yang berlainan.Tiap sel
epidermis (E) ditandai dengan (x), tiap stoma (S) ditandai dengan (O).
Indeks stomata dihitung dengan rumus :

5 % 100

E+S

. Analisis Kandungan Karbohidrat

Analisis kandungan karbohidrat terlarut dilakukan menggunakan metode
fenol-sulfur (Dubois, 1956). Planlet anggrek Cattleya diambil dan
ditimbang sebanyak 0,1 gram. Filtrat sampel kemudian ditumbuk dalam
mortar lalu diberi 10 ml akuades, disaring dengan kertas saring Whatman
no.l lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Selanjutnya filtrat diambil
sebanyak 1 ml dan ditambahkan 1 ml H,SO, dan fenol sebanyak 2 ml.
Selanjutnya filtrat dimasukkan kedalam kuvet dan dibaca pada panjang

gelombang 490 nm.
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6. Analisis Data
Data pertumbuhan planlet anggrek Cattleya sp. selama seleksi dengan Poly
Ethylene Glycol (PEG) berupa data kualitatif dan kuantitatif. Data kualitatif
disajikan dalam bentuk deskriptif komparatif dan didukung foto. Data
kuantitatif setiap parameter di uji homogenitas kemudian dianalisis dengan
menggunakan Analisis Ragam pada taraf nyata 5% dan apabila diperoleh

hasil perbedaan nyata maka dilanjutkan dengan uji BNT pada taraf nyata 5%.



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, dapat disimpulkan bahwa :

1. Konsentrasi larutan atonik yang optimum untuk pertumbuhan planlet anggrek
Cattleya (Cattleya sp. Lindl) yang resisten terhadap cekaman kekeringan
secara in vitro adalah 2 mL/L.

2. Konsentrasi PEG 6000 yang dapat ditolerir untuk pertumbuhan planlet
anggrek Cattleya (Cattleya sp. Lindl) yang resisten terhadap cekaman
kekeringan secara in vitro adalah 20% dan 25%.

3. Tidak terdapat interaksi antara larutan atonik dengan PEG 6000 pada setiap
karakter ekspresi planlet anggrek Cattleya (Cattleya sp. Lindl).

4. Karakter ekspresi yang spesifik pada planlet anggrek Cattleya yang
mengalami cekamana kekeringan meliputi :

a. Kandungan klorofil a, b, dan total daun planlet anggrek Cattleya dengan
perlakuan kombinasi larutan atonik dan PEG 6000 mengalami penurunan.
Semakin tinggi konsentrasi PEG 6000, maka semakin menurun

kandungan klorofil a, b, dan total.
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b. Kandungan karbohidrat terlarut total pada planlet anggrek Cattleya dengan
perlakuan kombinasi larutan atonik dan PEG 6000 mengalami
peningkatan. Semakin tinggi konsentrasi PEG, maka semakin tinggi
kandungan karbohidrat terlarut total.

c. Indeks stomata pada planlet anggrek Cattleya dengan perlakuan kombinasi
larutan atonik dan PEG 6000 mengalami penurunan. Semakin tinggi

konsentrasi PEG, maka semakin rendah indeks stomata.

B. Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan menurunkan konsentrasi atonik dan
karakter spesifik lainnya seperti kandungan prolin, kandungan fenol, dan analisis

molekular.
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