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ABSTRAK

SELEKSI IN VITRO DAN UJI KETAHANAN PLANLET ANGGREK BULAN
[Phalaenopsis amabilis (L.) Blume] HASIL INDUCED RESISTANCE
TERHADAP Fusarium oxysporum
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MEILYANA SANTA MARIA

Tanaman anggrek merupakan tanaman yang paling banyak diminati oleh berbagai
kalangan karena keindahan bentuk dan warna bunganya. Phalaenopsis amabilis (L.)
Blume termasuk ke dalam salah satu jenis anggrek yang masuk dalam daftar tanaman
yang terancam punah. P. amabilis biasanya disebabkan oleh infeksi dari jamur
patogen. Salah satu jenis jamur yang dapat menyerang P. amabilis adalah Fusarium
oxysporum (Fo). Berdasarkan permasalahan yang terjadi dapat digunakan cara
alternatif dan tidak menimbulkan efek negatif yaitu dengan menggunakan seleksi
salah satu kultivar unggul yang tahan terhadap infeksi dari Fo melalui seleksi secara
in vitro pada medium yang telah ditambahkan asam salisilat. Tujuan penelitian ini
adalah mengetahui konsentrasi asam salisilat efektif pada planlet P. amabilis yang
toleran terhadap Layu Fusarium dan mengetahui indeks stomata pada planlet P.
amabilis yang toleran terhadap F. oxysporum hasil induksi asam salisilat serta
menentukan Kkriteria ketahanan planlet P. amabilis terhadap Fo hasil induksi asam
salisilat. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap dengan satu faktor,
yaitu penambahan konsentrasi asam salisilat yang dibagi atas 5 taraf, yaitu 0 ppm, 85
ppm, 95 ppm, 105 ppm, dan 115 ppm. Analisis data menggunakan Uji Levene pada
taraf 5 % dan dilanjutkan dengan Uji Anova One Way pada taraf 5 %, jika data
menunjukkan berbeda nyata maka dilanjutkan dengan Uji Beda Nyata Jujur (BNJ)
pada taraf 5 %. Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi asam salisilat 115
ppm lebih efektif untuk menekan perkembangan jamur dibandingkan konsentrasi 85
ppm, 95 ppm, 105 ppm dan mampu menekan intensitas penyakit hingga 25 % serta
meningkatkan kriteria ketahanan dari moderat ke tahan. Karakter ekspresi spesifik
pada planlet P. amabilis yang diimbas asam salisilat yaitu semakin meningkatnya
konsentrasi asam salisilat maka semakin meningkat nilai indeks stomata daun P.
amabilis.

Kata kunci: Phalaenopsis amabilis, asam salisilat, seleksi in vitro,
Fusarium oxysporum
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Indonesia merupakan negara tropis dan memiliki kondisi lingkungan yang
memenuhi syarat untuk menjamin kehidupan tanaman anggrek. Kondisi ini
membuat Indonesia dikenal sebagai negara yang menyimpan kekayaan
plasma nutfah anggrek paling besar di dunia. Jumlah tanaman anggrek di
Indonesia sekitar 6.000 spesies dari sekitar 26.000 spesies tanaman anggrek
di dunia (Heriswanto, 2009).

Anggrek bulan (Phalaenopsis amabilis) merupakan salah satu tanaman
anggrek yang banyak diminati oleh berbagai kalangan karena keindahan
bentuk dan warna bunganya (Purwati, 2012). Anggrek bulan juga
merupakan salah satu bunga nasional Indonesia. Berdasarkan Keputusan
Presiden Nomor 4/1993 Indonesia memiliki tiga bunga nasional yang
ditetapkan yaitu bunga melati (Jasminum sambac L.) sebagai puspa bangsa,
bunga padma raksasa (Rafflesia arnoldii R. Br.) sebagai puspa langka, dan
bunga anggrek bulan (P. amabilis) sebagai puspa pesona (Puspitaningtyas
dan Mursidawati, 2010).

Anggrek bulan (P. amabilis) merupakan spesies pertama dalam marga
Phalaenopsis yang diberi nama oleh seorang ahli Botani yaitu C. L. Blume.

Anggrek bulan memiliki manfaat dan nilai ekonomi yang tinggi dan



dapat digunakan sebagai induk persilangan, plasma nutfah, bunga potong,
dan penghias ruangan maupun taman sehingga anggrek bulan sangat
populer di seluruh dunia (Widiarsih dan Dwimahyani, 2013).

Tanaman anggrek meningkat produksinya, maka akan semakin
meningkatnya penyediaan bibit anggrek oleh karena itu perlu diperhatikan
mengenai kualitas bibit anggrek dan metode perbanyakan yang digunakan.
Metode perbanyakan konvensional umumnya sering kali tidak dapat
memenuhi jumlah produksi tanaman anggrek sehingga perlu digunakan
metode perbanyakan yang tepat, efisien, dan cepat seperti kultur jaringan.
Kultur jaringan dapat menghasilkan bibit yang seragam dalam jumlah yang
banyak (Nurcahyani et al., 2019).

Tanaman anggrek dalam pertumbuhannya, sering mendapatkan gangguan
seperti timbulnya penyebab penyakit dari jamur, bakteri, ataupun virus yang
menyerang bagian-bagian pada tubuh tanaman anggrek (Djatnika, 2012).
Penyakit layu Fusarium yang disebabkan oleh jamur Fusarium oxysporum
(Fo) merupakan salah satu kendala dalam budidaya tanaman anggrek bulan

yang menyerang pada bagian akar yang terluka (Pandjaitan, 2005).

F. oxysporum adalah jamur patogen tular tanah yang penyebarannya melalui
kontak dengan bagian tanaman yang terinfeksi. Penyakit dimulai ketika
jamur menghasilkan hifa untuk menempel pada permukaan akar,
menghasilkan enzim pengurai dinding sel untuk memecahkan dinding sel
dan memungkinkan hifa tumbuh melalui korteks ke dalam jaringan vaskuler
(floem dan xilem). Layu Fusarium terlihat setelah jamur patogen berkoloni
dan menyebar ke bagian tanaman yang lain (Joshi, 2018).

Salah satu cara alternatif dalam pengendalian penyakit yang efektif dan

aman terhadap lingkungan yaitu menggunakan varietas yang tahan atau



resisten (Nurcahyani et al., 2012). Pengembangan kultivar tahan Fo tersebut
dapat dilakukan dengan mengkulturkan eksplan berupa organ atau jaringan
pada medium yang mengandung asam salisilat dengan konsentrasi selektif

atau yang dikenal dengan metode in vitro (Suryanti et al., 2009).

Asam salisilat merupakan salah satu bentuk ketahanan tumbuhan secara
kimia yang dapat mengatasi serangan patogen biotrof (patogen yang aktif
pada jaringan hidup) dan virus. Pengaktifan gen ketahanan pada tanaman
akibat adanya gen virulensi pada patogen (vir gene) merupakan proses
pembentukan senyawa asam salisilat. Mekanisme ketahanan melalui jalur
asam salisilat berhubungan dengan protein-protein yang terkait dengan
pathogenesis (pathogenesis-related proteins/ PR proteins) seperti kitinase,
peroksidase, B-glukanase dan PR-1 (Vlot, 2009; Larson, 2007).

Hasil penelitian Suryanti (2009), membuktikan bahwa bibit pisang hasil
pengimbasan asam salisilat memiliki ketahanan yang lebih tinggi
dibandingkan dengan perlakuan kontrol. Noviantia (2017) membuktikan
bahwa kisaran konsentrasi asam salisilat toleran untuk seleksi planlet
anggrek bulan secara in vitro adalah 65-85 ppm. Nurcahyani et al. (2012)
menyatakan bahwa penekanan perkembangan jamur F. oxysporum f.sp.
vanillae menggunakan seleksi asam fusarat pada konsentrasi 110 ppm lebih

efektif dibandingkan dengan konsentrasi 90 ppm dan 100 ppm.

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui kriteria ketahanan planlet P.
amabilis terhadap infeksi Fo dengan menggunakan agen penginduksi asam
salisilat sebagai respon pertahanannya secara in vitro. Planlet P. amabilis
yang tahan asam salisilat nantinya akan diregenerasikan menjadi tanaman
yang tahan terhadap infeksi Fo, dengan demikian nantinya diharapkan akan
dapat meningkatkan kembali kualitas dan produksi tanaman anggrek di

Indonesia.
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1.3.

Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk

1. Mengetahui konsentrasi asam salisilat efektif pada planlet P. amabilis
yang toleran terhadap Layu Fusarium.

2. Mengetahui indeks stomata pada planlet P. amabilis yang toleran
terhadap F. oxysporum hasil induksi asam salisilat.

3. Menentukan kriteria ketahanan planlet P. amabilis terhadap F. oxysporum

hasil induksi asam salisilat.

Kerangka Pemikiran

Anggrek bulan (P. amabilis) merupakan salah satu tanaman anggrek yang
banyak diminati oleh berbagai kalangan karena memiliki bentuk dan warna
bunga yang indah, serta memiliki nilai ekonomi yang tinggi. Tanaman
anggrek dalam pertumbuhannya sering mendapatkan gangguan seperti
penyakit layu Fusarium. Penyakit layu Fusarium disebabkan oleh jamur

F. oxysporum (Fo) dengan cara menyerang akar dan bersifat mematikan bagi

tanaman anggrek.

Upaya pengendalian yang paling berpotensi adalah penggunaan biji yang
sehat dan tahan, sehingga dirasakan perlu untuk dilakukan upaya
pengimbasan ketahanan tanaman. Pengimbasan ketahanan memerlukan

inducer yang berfungsi sebagai penstimulir sinyal ketahanan tanaman.

Salah satu senyawa yang mampu berperan sebagai inducer adalah asam
salisilat. Pengembangan kultivar tahan Fo tersebut dapat dilakukan dengan

mengkulturkan eksplan berupa organ atau jaringan pada medium yang
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mengandung asam salisilat dengan konsentrasi selektif atau yang dikenal
dengan metode seleksi in vitro (Suryanti et al., 2009).

Asam salisilat merupakan salah satu bentuk ketahanan tumbuhan secara
kimia yang dapat mengatasi serangan patogen biotrof (patogen yang aktif
pada jaringan hidup) dan virus. Pengaktifan gen ketahanan pada tanaman
akibat adanya gen virulensi pada patogen (vir gene) merupakan proses
pembentukan senyawa asam salisilat. Mekanisme ketahanan melalui jalur
asam salisilat berhubungan dengan protein-protein yang terkait dengan
patogenesis (pathogenesis-related proteins/ PR proteins) seperti Kitinase,
peroksidase, B-glukanase dan PR-1 (Vlot, 2009; Larson, 2007).

Penelitian ini dilakukan pengimbasan P. amabilis dengan menggunakan
asam salisilat. P. amabilis yang tahan asam salisilat diharapkan tahan juga
dengan penyakit layu Fusarium. Tumbuhan yang telah mengalami
pembentukan asam salisilat, maka akan membentuk ketahanan alami,
meliputi produksi fitoaleksin dan penambahan sel lignin, peningkatan
aktivitas enzim peroksidase dan kandungan klorofil (Soesanto, 2008).

Berdasarkan kerangka pikir di atas, maka dilakukan penelitian tentang
seleksi in vitro planlet P. amabilis terhadap Fo hasil pengimbasan asam

salisilat.

Hipotesis

Hipotesis penelitian sebagai berikut.
1. Hipotesis pertama
Ho = Tidak terdapat konsentrasi asam salisilat efektif pada planlet
P. amabilis yang toleran terhadap Layu Fusarium.

H: = Terdapat konsentrasi asam salisilat efektif pada planlet



P. amabilis yang toleran terhadap Layu Fusarium.

2. Hipotesis kedua
Ho = Adanya penurunan indeks stomata pada planlet P. amabilis yang
toleran terhadap F. oxysporum hasil induksi asam salisilat.
H: = Adanya peningkatan indeks stomata pada planlet P. amabilis yang

toleran terhadap F. oxysporum hasil induksi asam salisilat.

3. Hipotesis ketiga
Ho = Tidak adanya kriteria ketahanan planlet P. amabilis terhadap
F. oxysporum hasil induksi asam salisilat.
H: = Adanya kriteria ketahanan planlet P. amabilis terhadap

F. oxysporum hasil induksi asam salisilat.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Anggrek Bulan (Phalaenopsis amabilis (L.) Blume)

2.1.1. Klasifikasi
Klasifikasi bunga anggrek bulan (Phalaenopsis amabilis (L.) Blume) dalam
sistem klasifikasi Cronquist (1981) dan APG Il sebagai berikut.

Kerajaan : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Liliopsida

Bangsa : Asparagales

Suku : Orchidaceae

Marga : Phalaenopsis

Jenis : Phalaenopsis amabilis (L.) Blume

2.1.2. Morfologi Anggrek Bulan

Morfologi anggrek bulan (P. amabilis) sama seperti jenis anggrek lainnya
yang terdiri dari bunga, daun, akar, dan batang. Bunga anggrek bulan

(P. amabilis) tersusun majemuk yang muncul dari ketiak daun, simetri
bilateral, berwarna putih bersih dengan sedikit variasi kuning dan bintik
kemerahan di bibir bunga. Satu helai mahkota bunga termodifikasi
membentuk semacam lidah sebagai pelindung aksesoris yang berfungsi

membawa benang sari dan putik. Benang sari mempunyai tangkai



sangat pendek dengan kepala sari berbentuk cakram kecil dan terlindungi
oleh struktur kecil yang harus dibuka oleh serangga penyerbuk dan
membawa serbuk sari ke putik. Anggrek bulan memiliki 2 macam akar yaitu
akar lekat dan akar udara. Akar lekat berfungsi untuk melekat, menahan
keseluruhan tanaman agar tetap berada ditempatnya dan menyerap air serta
nutrisi. Akar udara berfungsi untuk menyerap nutrisi dalam bentuk uap air
dan gas (Binawati, 2012). Gambar bunga anggrek bulan disajikan pada

Gambar 1.

Gambar 1. Bunga Anggrek Bulan (Phalaenopsis amabilis)
Keterangan: 1 = sepal dorsale, 2 = sepal lateralia,
3 = petal latelaria, 4 = labellum, 5 = column
Sumber: Saputra (2012)

Daun anggrek bulan berwarna hijau, daun tebal, berdaging, berbentuk
lonjong dengan bagian ujung agak melebar dan tumpul. Tulang daun
berbentuk sejajar dengan helaian daun. Buah anggrek merupakan buah
capsular (seperti butiran) yang berbelah 6 dengan jumlah biji yang banyak.
Biji anggrek tidak memiliki jaringan penyimpan cadangan makanan seperti
biji tanaman pada umumnya atau yang disebut dengan endosperm (Hatni,
2017).

Batang anggrek bulan berukuran 30-40 cm pada satu poros tumbuh atau
bersifat monopodial yakni tumbuh meninggi atau secara vertikal (Yusnita,
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2012). Sisi batang diantara ketiak daun adalah tempat bunga keluar. Ukuran
batang anggrek bulan sangat pendek, hampir tidak terlihat, tidak
menghasilkan umbi semu (pseudobulb) dan rizoma. Pada bagian batang
terdapat akar-akar udara yang berfungsi untuk mencari makan dan
merekatkan diri pada benda-benda di sekitar agar batang tetap tegak (Utami
et al., 2007).

Sejarah Mengenai Anggrek Bulan

Tanaman anggrek bulan ditemukan pertama kali oleh Rumphius yang diberi
nama Angraecum album majus pada tahun 1750. Dua tahun kemudian,
Osbeck menemukannya di Nusakambangan lalu dikirim ke Linnaeus dan
diberi nama Epidendrum amabile dalam edisi pertama Species
Plantarumnya, yang diterbitkan pada tahun 1753. Tahun 1825 Dr. Karl
Ludwig Blume menetapkannya dalam marga baru yaitu Phalaenopsis
(American Orchid Society, 2021).

Nama Phalaenopsis diambil dari bahasa Yunani Phalaina yang berarti
“Ngengat atau Kupu — Kupu” dan Opsis yang berarti “Berbentuk atau
Menyerupai” dan dalam Bahasa Inggris dikenal dengan Moth Orchid.

P. amabilis dikenal sebagai anggrek bulan di Indonesia dan ditetapkan
menjadi salah satu dari tiga bunga nasional Indonesia yang disebut sebagai
puspa pesona. Sesuai dengan ketetapan Presiden nomor 4/1993

(Puspitaningtyas, 2010).

Penyebaran anggrek bulan berada di daratan Asia Tenggara dari pegunungan
Himalaya ke Filipina (Palawan), Indonesia (Sumatra, Kalimantan, Jawa),
Papua Nugini, hingga ke bagian utara Australia (Queensland). Penyebaran
pada geografis yang berbeda menyebabkan munculnya variasi karakter.

Variasi karakter berupa perbedaan pigmen warna pada bagian bibir bunga



10

yang umum berwarna kuning dan merah, spot merah pada bagian keping sisi
bibir (lateral lobe) dan bentuk bunga (Alrich dan Higgins, 2014).

2.1.4. Syarat Tumbuh Anggrek Bulan

Anggrek bulan tumbuh di daerah tropis, baik dataran rendah maupun
pegunungan dengan ketinggian 50-600 meter dan tumbuh secara maksimal
pada ketinggian 500-1000 meter. Anggrek bulan hidup menumpang pada
batang atau cabang tanaman lain, baik yang masih hidup maupun sudah mati
(Damayanti, 2011).

Anggrek membutuhkan cahaya matahari sebanyak 10-40 % artinya anggrek
bulan menyukai tempat yang teduh. Anggrek bulan tidak membutuhkan air
dalam jumlah yang banyak, namun juga tidak terlalu sedikit. Kebutuhan air
harus disesuaikan dengan jenis anggrek, ukuran tanaman, jenis media, jenis
pot, suhu udara, kelembapan udara, dan kecepatan angin agar tidak
merugikan tanaman anggrek. Anggrek bulan tumbuh dengan baik dengan
suhu udara yang sejuk pada kelembapan antara 60-70 % dan suhu ideal
berkisar antara 19-27 °C. Suhu udara yang sejuk dapat mengurangi
tingginya penguapan (Damayanti, 2011).

2.2. Penyakit Layu Fusarium

Pada tanaman anggrek, F. oxysporum akan menyebabkan penyakit layu yang
menjadi kendala dalam memproduksi tanaman P. amabilis. Penyakit layu
Fusarium pada anggrek akan menunjukkan gejala berupa daun dan batang
menguning. Pada umumnya F. oxysporum menyebabkan tanaman menjadi
busuk dan akhirnya mati. Penyakit layu Fusarium merupakan penyakit yang
disebabkan oleh jamur F. oxysporum yang menjadi kendala produksi tanaman

anggrek P. amabilis. Layu Fusarium pada anggrek dapat menunjukkan gejala
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menguningnya daun dan batang. Umumnya F. oxysporum menyebabkan
tanaman membusuk dan akhirnya mati (Noviantia, 2017). Menurut Chung
(2012), gejala lain yang ditunjukkan dari penyakit layu Fusarium yaitu layu pada
siang hari, pertumbuhan kerdil, dan daun klorosis sedangkan gejala internal

jaringan pembuluh yang terkena menjadi berwarna kecokelatan atau hitam.

Klasifikasi jamur F. oxysporum menurut Hibbett et al. (2007) sebagai berikut.
Kerajaan : Fungi

Filum  : Ascomycota

Kelas  : Sordariomycetes

Bangsa : Hypocreales

Suku : Nectriaceae

Marga : Fusarium

Jenis : Fusarium oxysporum

Secara ekonomi marga Fusarium adalah salah satu genus jamur patogen penting
dalam pertanian holtikultura di dunia. Fusarium menyebabkan penyakit layu
pada berbagai tanaman. Banyak jenis Fusarium yang berada dalam tanah
bertahan sebagai klamidospora atau sebagai hifa pada sisa tanaman dan bahan
organik lain. F. oxysporum memiliki klamidospora yang melimpah (Saragih dan
Silalahi, 2006)

Klamidospora merupakan konidia pada fase istirahat yang berdinding tebal,
dijumpai pada hifa maupun makrokonidia yang sifatnya persisten atau dapat
bertahan dalam tanah selama bertahun-tahun. Dalam hal ini semakin banyak
klamidospora maka F. oxysporum sangat sulit untuk dimusnahkan dan lebih
ganas dari isolat-isolat lainnya (Saragih dan Silalahi, 2006).

Tulang-tulang daun pucat terutama daun bagian atas yang diikuti dengan

merunduknya tangkai daun yang menyebabkan daun yang lebih tua menggulung
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(epinasti) sampai tanaman menjadi layu keseluruhan. Ini merupakan gejala awal
dari F. oxysporum. Tanaman yang masih sangat muda penyakit ini dapat
menyebabkan tanaman mati secara mendadak, karena pada pangkal batang
terjadi kerusakan. Tanaman dewasa yang terinfeksi masih bisa bertahan namun

buah yang dihasilkan sangat sedikit dan kecil-kecil (Semangun, 2000).

Penyebaran jamur Fusarium sp. dipengaruhi oleh keadaan pH yaitu dari kisaran
keasaman tanah yang memungkinkan jamur Fusarium sp. tumbuh dan
melakukan kegiatannya. Kondisi suhu di dalam tanah erat kaitannya dengan
suhu udara di atas permukaan tanah. Suhu udara yang rendah akan menyebabkan
suhu tanah yang rendah, begitu juga sebaliknya. Suhu selain berpengaruh
terhadap petumbuhan tanaman juga berpengaruh terhadap perkembangan
penyakit. Jamur Fusarium sp. dapat hidup pada suhu tanah antara 10-24 °C,
meskipun hal ini tergantung pula pada isolat jamurnya (Soesanto, 2002).

Patogen penyebab layu Fusarium ini cepat berkembang pada tanah yang terlalu
basah atau becek, kelembaban udara yang tinggi, dan pH tanah yang rendah
(Tjahjadi, 1989). Jamur ini sangat cocok pada tanah-tanah asam yang
mempunyai kisaran pH 4,5-6,0 (Sastrahidayat, 1989). Menurut Semangun
(1996) serangan jamur lebih ditentukan oleh suhu yang kurang menguntungkan

tanaman inang.

2.3. Ketahanan Terimbas (Induced Resistance)

Salah satu bentuk ketahanan tanaman terhadap infeksi patogen dengan
mengaktifkan ketahanan alami tanaman (misalnya produksi fitoaleksin dan
penambahan sel lignin, peningkatan aktivitas peroksidase dan kandungan
klorofil) disebut ketahanan terimbas. Dalam menghambat pertumbuhan patogen
di dalam tanaman, sel atau jaringan mampu menghasilkan senyawa toksin

terhadap patogen melalui reaksi biokimia (Agrios, 2005).
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Molekul yang mampu menstimulasi dan mengaktifkan respon ketahanan
tanaman merupakan agen pengimbas, disebut juga elisitor atau induser.
Berdasarkan kemampuannya untuk memacu respon ketahanan, elisitor dibagi
menjadi dua kelompok, yaitu elisitor yang bersifat umum (general elicitors) dan
spesifik (race specific elicitors). Elisitor umum mampu memicu respon
ketahanan pada tanaman inang maupun bukan inang (Nirnberger 1999, Boller
and Felix 2009).

Elisitor spesifik hanya mengimbas ketahanan tanaman tertentu (Angelova et al.,
2006). Sebagian besar elisitor bersifat umum karena mekanisme ketahanan
tanaman pada umumnya melalui mekanisme yang sama, diantaranya melalui
penghalang yang bersifat fisik seperti penebalan dinding sel melalui lignifikasi.
Salah satu contoh elisitor spesifik adalah TMV dan Avr gen yang hanya
mengimbas ketahanan pada tanaman tomat, dan Syringolids- acyl glycosides

hanya mengimbas ketahanan kedelai (Lancioni, 2008).

Aktivitas patogen pada tanaman yang terinfeksi dapat dibatasi sehingga patogen
tidak dapat berkembang dan menyebabkan kerusakan berat, hal ini merupakan
suatu bentuk ketahanan tanaman yang terinfeksi patogen (Agrios, 2005).
Ketahanan kimiawi ditunjukkan dengan terbentuknya senyawa kimia yang
mampu mencegah pertumbuhan dan perkembangan patogen, yang dapat berupa
PR protein (Pathogenesis-Related Proteins), metabolit sekunder berupa senyawa
alkaloida, fenol, flavonida, glikosida, fitoaleksin, dan sebagainya (Chairul,
2003). Umumnya, tanaman tahan mengandung senyawa kimia tersebut dengan
konsentrasi lebih tinggi daripada tanaman tidak tahan (Mansfield, 2000; Agrios,
2005).

Menurut Campbell dan Jane (2008) tahap-tahap proses ketahanan terimbas
adalah sebagai berikut.

1. Pengenalan gen untuk gen
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Pengenalan gen untuk gen merupakan upaya pengenalan molekuler
tumbuhan. Pengenalan molekul patogen oleh protein gen resisten 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 infeksi patogen untuk membatasi
penyebaran patogen. Respon 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. Resistensi sistemik yang diperoleh
Sebelum sel yang terinfeksi mati, sel-sel 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 resistensi sistemik yang diperoleh teraktivasi. Asam salisilat dalam
hal ini berperan menginfeksi jalur tranduksi sinyal untuk menginduksi

produksi protein PR dan resistensi terhadap serangan patogen.

2.4. Asam Salisilat

Asam salisilat adalah asam beta hidroksi, yang ada sebagai senyawa alami pada
tumbuhan. Memiliki aktivitas langsung sebagai agen anti-inflamasi dan
bertindak sebagai agen antibakteri topikal karena kemampuannya untuk
mempromosikan pengelupasan kulit. Asam salisilat mempunyai rumus
molekul C7HsO3 atau HOCsH4sCOOH, berbentuk kristal berwarna putih hingga
coklat muda, tidak berbau, berat molekul sebesar 138,12 g/mol, titik lebur
sebesar 315 °F, dan memiliki kelarutan sebesar 2240 mg/L pada suhu 25 °C
(Pubchem, 2021). Struktur asam salisilat disajikan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Struktur kimia asam salisilat 2-dimensi (Pubchem, 2021)

Asam salisilat berperan dalam pertumbuhan dan perkembangan tanaman,
yang terdiri dari proses fisiologis (perkecambahan, pematangan buah,
pembungaan, fotosintesis, konduktansi stomata, pengambilan dan trasnport
ion, biogenesis kloroplas, interaksi dengan organisme lain, dan perlindungan
tanaman dari beberapa stres (tekanan) lingkungan (Ahanger et al., 2014).
Dalam meningkatkan pertumbuhan dan proses metabolik tanaman terutama
pada kondisi stress dapat dilakukan melalui aplikasi asam salisilat dengan

konsentrasi optimal pada tanaman (Singh et al., 2010).

Asam salisilat juga dilaporkan dapat digunakan untuk pengendalian patogen
tanaman. Pemanfaatan asam salisilat sebagai sinyal transduksi dalam jaringan
pertahanan tanaman telah diamati dan dikarakterisasi pada sejumlah gen yang
bekerja dalam biosintesis asam salisilat. Rangkaian dari proses ini meliputi
konjugasi, akumulasi, dan crosstalk hormon tanaman seperti asam jasmonat,
etilen, asam absisi, auksin, giberrelin, sitokinin, dan brassinosteroid
(Leiwakabesy et al., 2017).

Kultur Jaringan

Kultur jaringan (Tissue Culture) merupakan salah satu cara perbanyakan

tanaman secara vegetatif dengan cara mengisolasi bagian tanaman seperti
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daun, mata tunas, sel, protoplas dan menumbuhkan bagian-bagian tersebut
dalam media buatan yang kaya nutrisi dan zat pengatur tumbuh (Ahloowalia
et al., 2004).

Teknik ini dilakukan dalam wadah tertutup yang tembus cahaya dan aseptik
sehingga bagian tanaman dapat memperbanyak diri dan bergenerasi menjadi
tanaman lengkap (Karyanti et al., 2018; Prakash S., Hoque M.1., 2004).
Kultur jaringan sering disebut juga dengan kultur in vitro. Teori totipotensi
sel oleh Schawann dan Scheleiden merupakan teori yang mendasari teknik
kultur jaringan. Setiap sel tanaman dilengkapi dengan informasi genetik dan
perangkat fisiologis yang lengkap sehingga dapat tumbuh dan berkembang
menjadi tanaman utuh pada kondisi lingkungan yang sesuai. Oleh karena itu,
semua organisme baru yang berhasil ditumbuhkan akan memiliki sifat yang
sama persis dengan induknya (Yusnita, 2015).

Kelebihan dari teknik kultur jaringan antara lain pengadaan bibit tidak
tergantung musim, bibit dapat diproduksi dalam jumlah banyak dengan waktu
yang relatif lebih cepat (dari satu mata tunas yang sudah respon dalam 1 tahun
dapat dihasilkan minimal 10.000 planlet/bibit), bibit yang dihasilkan seragam
dan bebas penyakit (kultur meristem, biaya pengangkutan bibit relatif lebih
murah dan mudah, dalam proses pembibitan bebas dari gangguan hama

penyakit, dapat diperoleh sifat-sifat yang dikehendaki (Yusnita, 2015).

Pangestika (2015) menyebutkan bahwa keberhasilan kultur jaringan tanaman
dipengaruhi oleh beberapa faktor, diantaranya sterilisasi, pemilihan bahan
eksplan, faktor lingkungan seperti pH, cahaya dan temperatur, serta
kandungan ZPT (Zat Pengatur Tumbuh) dalam medium kultur.
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Stomata

Daun memiliki struktur stomata (mulut daun) yang berfungsi untuk
pertukaran gas O2, CO>, dan uap air dari daun ke alam sekitar dan sebaliknya
(Sumardi et al., 2010). Fungsi stomata tersebut sangat penting dalam proses
fotosintesis, respirasi dan transpirasi. Stomata terdapat pada sisi atas atau
bawah daun, atau hanya pada permukaan bawah saja. Jumlah stomata per

mm? berbeda pada setiap tumbuhan (Mulyani, 2006).

Jumlah stomata mempengaruhi tingkat kerapatan stomata yaitu bila
jumlahnya banyak maka tingkat kerapatan stomata juga tinggi. Tingkat
kerapatan stomata berbeda pada setiap jenis tumbuhan yang dipengaruhi oleh
lingkungan seperti intensitas cahaya, ketersediaan air, suhu, dan konsentrasi
CO.. Misalnya, jika semakin tinggi intensitas cahaya, kerapatan stomata pada

permukaan daun juga semakin meningkat (Meriko dan Abizar, 2017).

Posisi stomata antara daun yang satu dengan daun yang lainnya tidak sama.
Hal ini disebabkan karena perbedaan luas permukaan daun pada tanaman,
penutupan stomata, jumlah dan ukuran stomata, perbedaan bentuk stomata,
jumlah daun, dan kerapatan stomata. Faktor eksternal yang dapat
mempengaruhi stomata pada tumbuhan didominasi oleh radiasi matahari,

suhu dan temperatur (Putriani, 2019).

Banyaknya jumlah daun maka makin banyak jumlah stomata sehingga makin
besar transpirasinya. Banyaknya jumlah stomata maka tanaman mampu
menyerap CO2 dan menghasilkan O». Distribusi stomata berhubungan dengan
kecepatan dan intensitas transpirasi pada daun, misalnya letak satu sama lain
dengan jarak tertentu dalam batas tertentu, maka makin banyak porinya makin

cepat penguapan (Hariyanti, 2010).
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I11. METODE PERCOBAAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2021 sampai dengan bulan
Februari 2022 di Ruang Kultur In Vitro Laboratorium Botani Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

Alat dan Bahan Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alumunium foil,
inkubator, Autoclave, Laminar Air Flow Cabinet (LAF) ESCO, pinset, scalpel,
mata pisau scalpel, kertas filter, 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,
tabung reaksi, rak tabung reaksi, timbangan analitik Ohaus, tisu, ose jamur,

hotplate, vortex, jarum suntik, dan object glass.

Bahan yang digunakan adalah planlet P. amabilis steril dalam botol kultur
berumur 4 bulan dan inokulum F. oxysporum yang diperoleh dari koleksi
prihadi Ibu Dr. Endang Nurcahyani, M. Si, asam salisilat (AS) yang

diproduksi oleh Darmstadt Germany, alkohol 70%, akuades, sukrosa, Plant
Preservative Mixture (PPM), Kalium Hidroksida (KOH), Asam Chlorida (HCI)
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serta bahan kimia medium VW (Vacin & Went) padat yang komposisinya
disajikan dalam Lampiran 1.

Rancangan Percobaan

Rancangan Penelitian ini disusun dengan pola dasar Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan satu faktor konsentrasi asam salisilat yang terdiri atas 5 taraf
yaitu 0 ppm, 85 ppm, 95 ppm, 105 ppm, dan 115 ppm. Masing-masing
konsentrasi dilakukan 5 kali ulangan dan setiap ulangan terdiri dari 1 eksplan P.
amabilis dalam setiap botol kultur. Percobaan notasi perlakuan dan ulangan
disajikan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Notasi perlakuan dan ulangan

Ulangan Konsentrasi asam salisilat (ppm)

0 85 95 105 115
1 KiU1 KaoU1 KsU1 KaU1 KsU1
2 KiU2 K2U2 KsU: KaU2 KsU2
3 KiU3 KaoU3 KsU3 KaU3 KsU3
4 K1U4 KUy KsU4 KaU4 KsU4
5 K1Us KaoUs KsUs KaUs KsUs
Keterangan :
K1 : Konsentrasi 0 ppm (kontrol)
K2 : Konsentrasi 85 ppm
Ks : Konsentrasi 95 ppm
Kas : Konsentrasi 105 ppm
Ks : Konsentrasi 115 ppm

U:;-Us : Ulangan 1-ulangan 5
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Tata letak percobaan setelah pengacakan disajikan pada Tabel 2.

KoU1 KsU> KsU32 KsU4

KsU1 KsUs KaU3 KsU4

KsUs KoU2 KsUs KaUs
KsU3 KoUg4 KsU32 KsU3

KsU3 KsU1 KsU1 Ka2Us

Keterangan :

K1 : Konsentrasi 0 ppm (kontrol)

K2 : Konsentrasi 85 ppm

Ks : Konsentrasi 95 ppm

Ks : Konsentrasi 105 ppm

Ks : Konsentrasi 115 ppm

U:-Us @ Ulangan 1-ulangan 5

Bagan Alir Penelitian

Penelitian ini terdiri atas beberapa tahap, yaitu 1) Penanaman planlet P.
amabilis ke dalam medium VW; 2) Seleksi planlet P. amabilis dengan AS
pada berbagai konsentrasi yang bertujuan untuk mengetahui konsentrasi asam
salisilat secara in vitro dengan terbentuknya ketahanan planlet P. amabilis yang
telah diimbas AS; 3) Analisis karakter ekspresi yang spesifik pada planlet P.
amabilis yaitu indeks stomata; 4) Inokulasi jamur Fo ke dalam planlet P.
amabilis hasil seleksi dengan asam salisilat sehingga terdapat kandidat planlet
P. amabilis yang tahan terhadap Fo; 5) Uji ketahanan planlet P. amabilis
terhadap Fo dengan mengetahui persentase penyakit yang kuat sehingga
mendapatkan planlet P. amabilis yang tahan terhadap Fo hasil pengimbasan
dengan AS. Tahap penelitian disajikan dalam bentuk bagan alir seperti yang

tercantum pada Gambar 3.
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3.5. Pelaksanaan Penelitian

Pelaksanaan penelitian meliputi beberapa langkah sehagai berikut

3.5.1.

3.5.2.

3.5.3.

Sterilisasi Alat

Alat-alat gelas dan alat-alat disetting set yang meliputi (scalpel, mata
scalpel, pinset) dicuci dengan menggunakan detergen kemudian dibilas
dengan air mengalir lalu disterilisasi dengan autoklaf. Alat-alat dari
bahan gelas dibungkus dengan plastik sedangkan alat-alat logam dan
cawan petri dibungkus dengan kertas hvs kemudian dimasukkan ke
dalam autoklaf dengan suhu 121 °C dan tekanan 1 atm selama 30

menit.

Persiapan Medium Tanam

Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah Vacint & Went
(VW) padat. Pembuatan media tanam VW sebanyak 1 liter adalah
dengan cara memipet sejumlah 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 | 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/l. Larutan medium dipanaskan untuk melarutkan agar-agar (sambil
diaduk) sampai mendidih. Penambahan ZPT dilakukan setelah larutan
diangkat, kemudian ke dalam botol kultur sebanyak 20 mi/botol.
Media sterilisasi dengan menggunakan autoklaf dengan tekanan 17,5
psi, 121 °C selama 15 menit (Nurcahyani, 2013).

Persiapan Medium Seleksi
Medium Vacint & Went ditambah asam salisilat dengan konsentrasi 85

ppm, 95 ppm, 105 ppm, 115 ppm serta kontrol. Sebelum digunakan,
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asam salisilat yang telah dilarutkan dengan akuades pada konsentrasi
tertentu disaring menggunakan syringe filter yang mempunyai
diameter 0,45 um sebanyak 2 kali, dilanjutkan filter berdiameter 0,22
pum satu kali. Penyaringan dilakukan dalam ruang steril didalam LAF
Cabinet. Selanjutnya AS ditambahkan ke dalam medium VW.
Sebelum digunakan, medium diinkubasikan selama 7 hari pada suhu
kamar (25 °C) untuk memastikan bahwa AS telah tersaring dengan
baik. Apabila dalam waktu 7 hari tidak terjadi kontaminasi pada

medium, maka medium dapat digunakan (Nurcahyani, 2013).

Penanaman Planlet Dalam Medium Seleksi Asam Salisilat
Eksplan yang digunakan berupa planlet steril. Planlet-planlet dari
botol kultur dikeluarkan dengan scalpel steril dan satu-persatu
diletakkan di atas cawan petri berdiameter 10 cm, kemudian planlet
dipilah satu-satu, setelah itu ditanam pada masing-masing botol kultur
yang berisi media perlakuan yang telah ditentukan. Masing-masing
konsentrasi dilakukan 5 kali ulangan dan setiap ulangan terdiri dari 1
eksplan P. amabilis dalam setiap botol kultur.

Pengamatan
Pengamatan dilakukan selama 3 minggu setelah penanaman untuk
mengetahui konsentrasi AS yang toleran untuk seleksi planlet
P. amabilis secara in vitro dengan parameter sabagai berikut.
1. Presentase Jumlah Planlet Hidup
Rumus yang digunakan untuk menghitung jumlah planlet P.
amabilis yang hidup yaitu:
Jumlah planlet hidup

x 100 %
Jumlah seluruh planlet (Nurcahyani et al., 2014)
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2. Visualisasi Planlet
Visualisasi planlet diamati dengan warna tunas yang terbentuk
dengan klasifikasi sebagai berikut: hijau, hijau dengan bagian
tertentu berwarna cokelat, cokelat. Data visualisasi planlet
disajikan dalam bentuk persentase, yang dihitung dengan rumus
sebagai berikut.

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

Jumlah seluruh planlet
(Nurcahyani et al., 2014).

Indeks Stomata

Pembuatan preparat untuk pengamatan indeks stomata pada daun
planlet P. amabilis dengan cara permukaan bawah daun diolesi cat
kuku transparan lalu dibiarkan mengering. Kemudian cat kuku
dikelupas menggunakan selotip sehingga daun tampak transparan
dan diletakkan di atas obyek glass. Preparat di amati di bawah
mikroskop dengan perbesaran 400x. Preparat di amati pada
daerah pandang yang berlainan. Indeks stomata dapat

dihitung menggunakan rumus sebagai berikut (Mahesha, 2014):

Jumlah stomata

x 100 %
Sel epidermis + jumlah stomata

Pengujian Planlet Anggrek Bulan Terhadap Fusarium oxysporum

Setelah dilakukan pengamatan selama 3 minggu selanjutnya dilakukan

inokulasi planlet P. amabilis.

1. Inokulasi Fo Pada Planlet Anggrek Bulan
Inokulasi monospora dilakukan menurut teknik Hadisutrisno
(1995) sebagai berikut. Inokulasi Fo dilakukan secara langsung

pada planlet anggrek bulan dalam botol kultur. Mikrokonidium
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jamur Fo dengan kerapatan spora 1,7 x 10* per mL, sebanyak1-2
tetes yang disuntikkan pada setiap planlet uji dan dilakukan metode
pelukaan akar menggunakan jarum suntik. Kemudian
diinkubasikan pada suhu kamar (25 °C) selama 24 jam.
Pengamatan dilakukan selama 2 minggu dengan mengamati dan
menghitung jumlah daun yang menunjukan gejala layu dengan
indeks kelayuan menurut He et al., (2002) seperti di sajikan dalam
Tabel 3.

Tabel 3. Indeks kelayuan menurut He et al. (2002)

kor Keterangan
Tidak ada gejala kuning (layu atau tanaman sehat)
1-2 daun kuning (layu)
3 daun kuning (layu)
4 daun kuning (layu)
Lebih dari 4 daun kuning (layu) atau tanaman mati

A~ OWONEFEOWm

Intensitas Penyakit (IP) dihitung dengan rumus:
IP=>(nxvV)
NxZ

X 100 %

Keterangan :

IP : Intensitas Penyakit

n :Jumlah tanaman pada skor v
v : Nilai skor tertentu

N :Jumlah tanaman yang diuji
Z : Nilai skor tertinggi

Tingkatan ketahanan tanaman ditentukan berdasarkan skoring
dengan mengacu pada ketentuan Wibowo (2002) seperti

ditunjukkan dalam Tabel 4. sebagai berikut.
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Tabel 4. Tingkat Ketahanan Tanaman

IP (%) Kriteria Ketahanan
<25 Tahan
25<IP <50 Moderat

> 50 atau mati Rentan

Keterangan : IP = Intensitas Penyakit

Analisis Data

Data yang diperoleh dari pertumbuhan planlet P. amabilis selama
seleksi dengan asam salisilat yang tahan terhadap Fo berupa data
kualitatif dan data kuantitatif. Data kualitatif disajikan dalam bentuk
deskriptif komparatif dan didukung foto. Data kuantitatif dari setiap
parameter dianalisis dengan menggunakan Uji Levene pada taraf nyata
5 % dan dilanjutkan dengan Uji Anova One Way pada taraf 5 %, jika
data menunjukkan berbeda nyata maka dilanjutkan dengan Uji Beda
Nyata Jujur (BNJ) pada taraf 5 %.



V. KESIMPULAN

A. Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini yaitu:

1. Konsentrasi asam salisilat yang paling efektif pada planlet P. amabilis yang
toleran terhadap Layu Fusarium yaitu 115 ppm.

2. Karakter ekspresi spesifik pada planlet P. amabilis yang diimbas asam
salisilat yaitu semakin meningkatnya konsentrasi asam salisilat maka semakin
meningkat nilai indeks stomata daun P. amabilis.

3. Berdasarkan data intensitas penyakit dan kategori ketahanannya dapat
diketahui bahwa perlakuan AS konsentrasi 105 dan 115 ppm dapat menaikkan
kriteria dari moderat menjadi tahan dengan intensitas penyakit kurang dari 25
%.

B. Saran

Perlu adanya penelitian lanjutan tentang karakterisasi planlet P. amabilis tahan
Fo yang lain seperti: analisis kandungan klorofil, karbohidrat, kandungan fenol,
ketebalan lignin, dan analisis molekular baik profil protein maupun pola pita
DNA nya.
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