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ABSTRAK

KARAKTERISASI PLANLET ANGGREK Cattleya sp. HASIL SELEKSI
IN VITRO TERHADAP CEKAMAN KEKERINGAN DENGAN POLY
ETHYLENE GLYCOL (PEG) 6000

Oleh

Aura Priscilla Sabatini

Anggrek Cattleya sp. menjadi salah satu primadona untuk tanaman hias, karena
memiliki bentuk, warna dan karakter bunga yang unik. Kelebihan yang dimiliki
oleh anggrek tersebut membuat tanaman ini dikenal dengan nama queen of flower.
Kondisi kekeringan menjadi penghalang dalam budidaya anggrek. Seleksi kultur
in vitro dengan menggunakan PEG 6000 dapat dilakukan untuk mengembangkan
planlet anggrek Cattleya sp. yang tahan terhadap cekaman kekeringan. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui konsentrasi PEG yang dapat ditolerir oleh
planlet anggrek Cattleya sp., dan mengetahui serta menganalisis karakter pada
planlet Cattleya sp. yang tahan terhadap cekaman kekeringan Penelitian ini
dilakukan dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari 1 faktor
yaitu PEG 6000 dengan 5 taraf : 0%, 5%, 10%, 15% dan 20% dengan 5 Kali
ulangan. Homogenitas ragam di uji dengan mengunakan Uji Levene pada taraf
nyata 5% dilanjutkan dengan analisis menggunakan Anova One Way pada taraf
nyata 5%. Selanjutnya jika data menunjukkan berbeda nyata maka dilanjutkan
dengan Uji Beda Nyata Jujur (BNJ) pada taraf nyata 5%. Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa konsentrasi PEG yang dapat ditoleransi ialah 20% dengan
jumlah persentase planlet hidup sebesar 60%. Semakin tinggi konsentrasi PEG
6000, maka kandungan klorofil a, klorofil b dan klorofil total serta indeks stomata
pada planlet anggrek Cattleya sp. mengalami penurunan.

Kata kunci : Anggrek Cattleya sp., Cekaman kekeringan, In vitro, PEG 6000
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. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Tanaman hias sangat disenangi oleh masyarakat, karena tanaman tersebut
memiliki bentuk ataupun warna yang indah, sehingga banyak tanaman hias
dipelihara untuk menghilangkan kejenuhan. Salah satu tanaman hias yang
cukup populer ialah anggrek. Anggrek memiliki untaian bunga yang
tersusun rapih dengan berbagai warna yang mampu menambah kecantikan
bunganya (Marlina dkk., 2019). Selain itu, bunga ini memiliki bentuk yang
unik dengan akar rimpang, batang yang membesar dan daun yang tidak
bertangkai dengan susunan daun berselang-seling atau berhadapan
(Andriani dan Pramushinta, 2018).

Indonesia menjadi salah satu negara yang dianugerahi banyak sumber daya
alam. Sumber daya alam untuk spesies anggrek terdapat sekitar 5000
spesies. Papua menjadi pulau yang memiliki jumlah anggrek paling banyak
dan di posisi kedua ialah Kalimantan (Nika dkk., 2018). Banyaknya spesies
anggrek yang terdapat di Indonesia, membuat Indonesia menjadi negara
terkaya jika dibandingkan dengan Singapura, Thailand dan Taiwan. Hal ini
dikarenakan, Indonesia memiliki iklim yang cocok untuk pertumbuhan
anggrek (Puspitasari dkk., 2018).

Anggrek Cattleya sp. menjadi salah satu primadona untuk tanaman hias,

karena memiliki bentuk, warna dan karakter bunga yang unik. Kelebihan



yang dimiliki oleh anggrek tersebut membuat tanaman ini dikenal dengan
nama queen of flower. Di Indonesia, tanaman ini dimanfaatkan sebagai
bunga potong ataupun bunga pot (Meilani dkk., 2017). Ketertarikan
konsumen pada anggrek ini karena ukuran bunga yang cukup besar, aroma
harum ketika bunga mekar, dan waktu mekar yang relatif lama (Zulwanis
dkk., 2015).

Banyak aktivitas manusia yang memanfaatkan kehadiran tanaman ini
diantaranya adalah acara pernikahan, lebaran, natal, tahun baru dan ulang
tahun. Tanaman anggrek tersebut dijadikan karangan bunga, ucapan
selamat, rangkaian bunga meja hotel dan lainnya. Berkaitan dengan
tingginya permintaan masyarakat, maka anggrek Cattleya sp. memiliki nilai
ekonomi cukup tinggi untuk dikembangkan secara komersil (Andri dan
Tumbuan, 2015).

Tanaman anggrek dalam pertumbuhannya memerlukan air. Ketersediaan air
sangat menentukan kualitas dan kuantitas suatu tanaman. Kadar air yang
berlebihan pada tanaman anggrek akan menyebabkan kebusukan akar dan
kematian tanaman, sedangkan jika kadar air sedikit maka tanaman akan
menjadi layu dan pertumbuhan tanaman terhambat (Kurniati dkk., 2007).
Ketersediaan air di dalam medium pertumbuhan tanaman anggrek yang
terbatas dapat menyebabkan cekaman kekeringan (Amini dkk., 2020).
Pengaruh cekaman kekeringan secara langsung akan menyebabkan
penurunan turgor tanaman, sedangkan secara tidak langsung akan
berpengaruh pada proses fisiologis seperti fotosintesis. Jika kondisi
cekaman kekeringan berlangsung lama maka tanaman anggrek akan mati
(Ashari dkk., 2018)

Cekaman kekeringan dapat dideteksi menggunakan larutan osmotikum
berupa Poly Ethylene Glycol (PEG). PEG digunakan karena mampu
mengontrol potensial air pada medium tanam dan tidak beracun bagi

tanaman tersebut. PEG dapat mengikat air pada medium tanam karena



1.2.

1.3.

bersifat polar dan menyebabkan turunnya potensial air, sehingga dapat
meniru besarnya potensial air tanah. Pemberian PEG pada medium tumbuh
membuat tanaman tidak mampu memperoleh air meskipun air tersebut tetap
ada. Besarnya potensial air pada medium tanam tergantung pada konsentrasi
PEG yang diberikan. Pemberian PEG sebagai bahan penyeleksi mampu
menghasilkan tanaman anggrek yang toleran terhadap cekaman kekeringan
(Rasmani dkk., 2020). Penelitian yang dilakukan oleh Amini dkk. (2020)
menunjukkan PEG berpengaruh nyata pada penurunan kandungan klorofil a,

b dan total pada daun anggrek bulan.

Penggunaan PEG dalam konsentrasi yang toleran untuk anggrek Cattleya
sp. sejauh ini belum banyak dilakukan. Oleh karena itu, perlu dilakukannya
penelitian tentang konsentrasi PEG 6000 yang mampu ditolerir oleh planlet
anggrek Cattleya sp. sebagai upaya seleksi in vitro terhadap cekaman

kekeringan.

Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini sebagai berikut.

1. Mengetahui konsentrasi Poly Ethylene Glycol (PEG) 6000 yang dapat
ditolerir oleh planlet anggrek Cattleya sp.

2. Mengetahui dan menganalisis karakter planlet anggrek Cattleya sp.

yang mengalami cekaman kekeringan.

Kerangka Pikir

Anggrek menjadi salah satu tanaman hias yang sangat digemari oleh
masyarakat, salah satu jenisnya ialah anggrek Cattleya sp. Kelebihan yang
dimiliki oleh anggrek ini ialah waktu mekar bunga yang lama, bentuk bunga

yang unik, dan aroma harum saat bunga mekar. Kelebihan-kelebihan



1.4.

tersebut membuat bunga ini dijuluki sebagai queen of flower. Tantangan
dalam budidaya anggrek adalah kondisi ketersediaan air yang dapat

mengganggu pertumbuhan serta berakibat pada kematian tanaman.

Salah satu cara yang dapat dilakukan untuk mendapatkan planlet anggrek
Cattleya sp. tahan terhadap cekaman kekeringan ialah melalui seleksi kultur
in vitro dengan menggunakan PEG 6000. PEG 6000 bekerja dengan cara
menurunkan potensial air medium, sehingga air tetap ada pada medium
tanam namun tanaman tersebut tidak dapat menyerap air yang ada. Planlet
yang dapat tumbuh pada medium PEG 6000 dengan konsentrasi tertentu
adalah planlet yang tahan terhadap cekaman kekeringan pada konsentrasi

tersebut.

Setelah didapatkan planlet yang tahan terhadap cekaman kekeringan pada
konsentrasi tertentu, berdasarkan kriteria jumlah planlet mati tidak mencapai
50% dari jJumlah total planlet selama 4 minggu pengamatan, kemudian
dilakukan karakteristik terhadap planlet anggrek tersebut dengan
menganalisis visual planlet, kandungan klorofil a, klorofil b dan klorofil
total serta indeks stomata pada daun.

Hipotesis

Hipotesis pada penelitian ini sebagai berikut.

1. Terdapat konsentrasi Poly Ethylene Glycol (PEG) 6000 yang dapat
ditolerir oleh planlet anggrek Cattleya sp.

2. Adanya karakter pada planlet anggrek Cattleya sp. yang mengalami

cekaman kekeringan.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tanaman Anggrek Cattleya sp.

Asal mula nama anggrek Cattleya muncul karena ada seorang hortikulturis
Inggris yang bernama William Cattley. Beliau melakukan impor tanaman
dari Brazil. Saat pengiriman, ia menggunakan daun-daun sebagai bahan
pengemas, lalu ia menemukan semacam umbi (bulb) yang tidak dikenalnya
dan menanam umbi tersebut dalam pot. Pada bulan November 1818, umbi
tersebut berbunga indah dan memiliki warna ungu. Akhirnya seorang
botanis bernama Dr. John Lindley memberi nama anggrek tersebut sesuai

dengan penemunya yaitu William Catlley (Gunawan, 2000).

2.1.1. Klasifikasi

Klasifikasi anggrek Cattleya sp. dalam sistem klasifikasi Cronquist
(1981) dan APG Il (2003) adalah sebagai berikut.

Kerajaan  : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas - Liliopsida
Bangsa . Asparagales
Suku : Orchidaceae
Marga : Cattleya

Jenis : Cattleya sp.

Gambar bunga anggrek Cattleya sp. disajikan dalam Gambar 1.



2.1.2.
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Gambar 1. Anggrek Cattleya sp.
Sumber : Fortner (2002)

Morfologi

Anggrek Cattleya sp. tergolong dalam anggrek epifit. Anggrek
epifit memiliki akar udara atau akar napas yang sebagian
menggantung dan sebagian lagi menempel pada medium
tanamnya. Akar udara memiliki warna hijau pada bagian ujungnya
dan berwarna putih keabuan pada bagian pangkalnya karena
tertutup velamen. Velamen adalah modifikasi epidermis berupa
spons yang fungsinya untuk memudahkan penyerapan air hujan
yang jatuh di kulit pohon atau medium tanam. Akar tersebut
dilengkapi dengan beberapa rambut pendek yang berfungsi untuk

menyerap air dan zat organik yang ada di tanah (Yusnita, 2010).

Anggrek Cattleya sp. tergolong dalam anggrek simpodial. Anggrek
simpodial adalah anggrek yang tidak memiliki batang utama. Pola
pertumbuhan ujung batang terbatas hingga mencapai batas
maksimum dan pertumbuhan akan dilanjutkan oleh anakannya di
bagian samping. Anggrek tipe simpodial memiliki rizom atau
batang di bawah tanah (Putra, 2009).

Daun pada anggrek Cattleya sp. bertipe sejajar dengan kedudukan

satu helai untuk tiap buku dan berhadapan dengan daun pada buku



berikutnya. Bentuk daun lebar, tebal dan berdaging (Gunawan,
2005). Daunnya termasuk dalam golongan evergreen yang akan

tetap hijau dan tidak gugur secara serentak (Widiastoety, 2005).

Bunga anggrek Cattleya sp. berukuran besar dengan warna yang
bervariasi dan tahan terhadap suhu tingkat sedang. Bunga tersebut
keluar dari ujung batang dan berbunga kembali dari anak tanaman
yang tumbuh (Krishardianto dkk., 2017). Jumlah bunga sangat
bervariasi, untuk yang daun satu memiliki 1-2 kuntum bunga besar,
sedangkan berdaun 2-3 mempunyai 3-8 kuntum dengan ukuran
kecil. Bunga Cattleya sering dimanfaatkan sebagai bunga potong

karena mampu bertahan 3-4 hari (Widiastoety, 2005).

Buah anggrek Cattleya sp. berbentuk capsular (butiran) tanpa
endosperm didalamnya (Gunawan, 2005). Buah akan matang
setelah 9 bulan diserbuki dan dibuahi. Setelah matang, maka
bagian tengah buah akan terbuka lebih dulu dan didalamnya
terdapat banyak biji (Iswanto, 2010).

2.1.3. Syarat Tumbuh

Anggrek Cattleya sp. dapat hidup di tempat yang memiliki
ketinggian 750-2000 mdpl. Dalam proses pertumbuhannya semua
tanaman termasuk anggrek dipengaruhi oleh banyak faktor,
diantaranya air, cahaya, unsur hara makro dan mikro serta faktor
lainnya. Faktor pendukung lainnya ialah iklim (Hidayani, 2007).
Iklim seperti cahaya matahari, suhu dan kelembapan udara sangat
mempengaruhi pertumbuhan anggrek ini. Intensitas cahaya yang
baik bagi anggrek Cattleya sp. berkisar 30-40% dari cahaya
matahari penuh. Suhu yang diperlukan untuk pertumbuhan ialah

21-32 °C pada siang hari dan 13-18 °C pada malam hari



(Prapitasari dkk., 2020). Unsur hara makro dan mikro untuk
tanaman anggrek Cattleya sp. memiliki peran yang sangat penting
karena tanaman ini tidak memiliki endosperm (cadangan makanan)
(Krishardianto dkk., 2017).

2.2. Cekaman Kekeringan

Tanaman membutuhkan kondisi lingkungan yang tepat untuk bertahan
hidup. Kondisi lingkungan yang berubah-ubah membuat tanaman harus
beradaptasi sampai pada batas toleransi dari tanaman tersebut. Faktor air
dan nutrisi sangat penting dalam mendukung pertumbuhan. Kekurangan air
menyebabkan terjadinya cekaman kekeringan. Cekaman kekeringan yang
terjadi dalam waktu yang lama dapat mempengaruhi perubahan morfologi,
anatomi, fisiologi dan biokimia sehingga menyebabkan kematian (Abid
dkk., 2016) Cekaman kekeringan menjadi faktor pembatas dalam
pertumbuhan karena menyebabkan penurunan laju transpirasi,
memperlambat pertumbuhan luas daun, dan menutupnya stomata.
Tertutupnya stomata berakibat pada penurunan daya serap hara sehingga
penyerapan CO; juga ikut menurun yang menyebabkan laju fotosintesis
menjadi lambat dan asimilat yang dihasilkan menurun (Nio dan Banyo,
2011).

Laju fotosintesis menjadi salah satu aspek pertumbuhan yang penting untuk
mempelajari pengaruh cekaman kekeringan pada tanaman. Cekaman
kekeringan pada tanaman menurunkan kandungan klorofil. Hal tersebut
didukung oleh penelitian Amini dkk.(2020) yang membuktikan bahwa
semakin besar cekaman kekeringan yang dialami anggrek bulan, maka

kandungan klorofil a, klorofil b, dan klorofil total semakin menurun.

Kekurangan air pada tanaman berpengaruh pada aktivitas metabolisme,

morfologi, tingkat pertumbuhan dan produktivitasnya. Kekurangan air



2.3.

mempengaruhi turgor sel dan tingkat pertumbuhan vegetatif tanaman,
akibatnya daun yang tumbuh berukuran kecil, menghambat sintesis klorofil
dan aktivitas beberapa enzim seperti enzim reduktase. Kehadiran air pun
berperan penting terhadap translokasi unsur hara. Jika cekaman kekeringan
terjadi maka translokasi unsur hara terganggu dan menurunkan kualitas
pertumbuhan tanaman (Syamsul, 2017). Tanaman beradaptasi pada kondisi
cekaman kekeringan dengan memperpendek daur hidupnya. Tanaman
semusim akan mempercepat proses pembungaan dan panen, sedangkan pada
tanaman menahun proses pembungaan akan lebih cepat agar fase dormansi
lebih tahan di kondisi kekeringan (Khaerana dkk., 2008).

Kemampuan tanaman untuk menghadapi cekaman kekeringan berbeda
tergantung jenisnya (Agrios, 2004). Ketika cekaman kekeringan terjadi
umumnya tanaman berusaha untuk meningkatkan daya tahannya sebagai
bentuk adaptasi, salah satunya ialah dengan menurunkan kemampuan
pembelahan dan pengembangan sel. Selain itu, cekaman kekeringan
menimbulkan respons biokimia di dalam sel yaitu menstimulasi produksi
prolin untuk mempertahankan potensial osmotik dalam tanaman
(Wijonarko, 2019). Hal ini dikarenakan air memiliki banyak fungsi di dalam
tanaman, antara lain sebagai pelarut dan medium berbagai reaksi kimia,
medium untuk transportasi zat terlarut organik maupun anorganik, hidrasi
dan netralisasi muatan pada molekul koloid, membantu proses fotosintesis,
mendinginkan permukaan tanaman atau evaporasi dan faktor pengatur
turgor sel tanaman yang berkaitan dengan pembesaran sel, struktur dan

penempatan daun (Lakitan, 2013).

Poly Ethylene Glycol (PEG) 6000

Kekeringan menjadi salah satu penyebab menurunnya hasil dan kualitas

suatu tanaman. Toleransi terhadap kekeringan dalam tahap pemuliaan

sangat penting untuk dilakukan, salah satunya dengan menstimulasi kondisi
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cekaman kekeringan menggunakan medium osmotik Poly Ethylene Glycol
(PEG) 6000 pada skala laboratorium. PEG adalah zat kimia inert dan non
toksis, ketika digunakan pada kondisi tertentu maka akan memicu kondisi
kekeringan air sebagaimana yang terjadi pada tanah kering (Widyastuti
dkk., 2016). PEG menjadi senyawa yang stabil dan mampu larut dalam air,
ketika diberikan pada tanaman dapat mempengaruhi penurunan tinggi
tanaman, jumlah daun dan jumlah tunas. Pemberian PEG 6000 sangat
disarankan, karena mampu bekerja lebih efektif jika dibandingkan
pemberian PEG dengan berat molekul yang lebih rendah (Mexal et al.,
1975).

PEG 6000 memiliki bentuk padat, berwarna putih, suhu lebur 55-63 °C dan
berat molekul 6000-7000. Konduktivitas dari PEG 6000 mencapai tingkat
paling besar ketika sebelum ditambah uap etanol 90% hasil komposit
polimer karbon (Gunawan dan Azhari, 2010). Struktur senyawa PEG 6000

disajikan pada Gambar 2.

Gambar 2. Struktur PEG 6000

Air yang ada di dalam medium tanam akan tertahan karena hadirnya PEG
sehingga air tersebut tidak tersedia bagi tanaman. Besarnya penurunan
potensial air tergantung pada besar dan bobot molekul PEG yang diberikan.
PEG mampu mengontrol potensial air agar tidak dapat diserap oleh tanaman
(Paletri dkk., 2019). Penggunaan PEG sebagai agen seleksi secara in vitro
sangat bermanfaat, untuk memperbaiki varian yang toleran terhadap
kekeringan (Rai et al.,2011). Penelitian yang dilakukan Jamil dkk. (2015)
membuktikan bahwa pemberian PEG 6000 pada konsentrasi 5% sampai
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20% mampu menurunkan kandungan klorofil planlet vanili (Vanilla

planifolia).

Kultur in vitro

Tanaman anggrek menjadi tanaman hias yang populer di Indonesia dan
peminat di pasaran semakin meningkat semenjak pandemi covid-19 muncul
pada awal tahun 2020 (Gunawan dan Pasaribu, 2021). Kementrian Pertanian
menetapkan sasaran produksi anggrek tahunan lebih tinggi dibandingkan
nilai proyeksi produksinya hal ini dilakukan untuk memenuhi peningkatan
permintaan konsumen yang terlihat dari data Pusdantin Kementan (2015)
yang menyatakan proyek produksi pada periode 2015-2019 lebih tinggi
0,93% dibandingkan proyeksi produksinya. Upaya yang dilakukan untuk

memenuhi target tersebut ialah melalui kultur in vitro.

Perbanyakan anggrek secara konvensional melalui organ sejenis seperti:
stek batang, pembelahan rumpun, penggunaan pseudobulb atau pemisahan
anakan terbilang cukup sulit, dikarenakan keterbatasan tanaman induk di
alam (Kartiman dkk., 2018). Selain itu, teknik konvensional membutuhkan
biaya yang tinggi, dan adanya ancaman penyakit menular oleh virus
(Ridhawati dkk., 2018).

Kultur in vitro dilakukan karena pengembangan anggrek di Indonesia masih
rendah dan produksi bibit unggulnya pun berkurang, melalui kultur in vitro
diharapkan mampu meghasilkan bibit tanaman dalam skala besar dan
dalam waktu yang singkat (Inkiriwang dan Mandang, 2016). Kultur jaringan
secara in vitro adalah metode untuk memperbanyak tanaman yang
ditumbuhkan dalam medium buatan pada kondisi yang steril. Metode ini
dapat dilakukan dengan 3 cara yaitu pembentukan tunas adventif, tunas
lateral dan embriogenesis somatik. Tunas yang tumbuh akan dijadikan

sebagai eksplan sehingga akan diperoleh tunas-tunas baru dalam waktu yang
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singkat (Ningrum dkk., 2017). Metode pemanfaatan tunas dilakukan pada
anggrek, karena anggrek tidak memiliki endosperm sehingga sulit
dikecambahkan secara alami tanpa bantuan mikoriza yang bersimbiosis
dengan biji tersebut. Keuntungan yang didapat dari metode ini adalah
mampu menghasilkan anggrek yang memiliki sifat sama dengan induknya
dan pertumbuhannya relatif seragam (Bakar dkk., 2015).

Anggrek memiliki biji yang berukuran sangat kecil dan biji tersebut tidak
memiliki endosperm (cadangan makanan), sehingga diperlukannya
tambahan nutrisi dari luar. Biji-biji tersebut dapat dikembangkan secara in
vitro. Teknik ini digunakan karena memiliki keuntungan seperti
pemghematan ruang, waktu dan tenaga. Hal yang harus diperhatikan ketika
melakukan kultur secara in vitro adalah lingkungan kerja yang harus
aspetik, sehingga terhindar dari kontaminasi mikroorganisme (Tuhuteru
dkk., 2018).

Kontaminasi menjadi masalah utama dalam pelaksanaan kultur in vitro.
Kontaminasi adalah kondisi lingkungan kultur yang terganggu karena
hadirnya jamur dan bakteri. Jamur dan bakteri tersebut dapat berasal dari
eksplan tanaman anggrek. Eksplan yang diambil dari alam mungkin saja
membawa jamur atau bakteri yang dapat menimbulkan kontaminasi. Ketika
eksplan ditanam maka akan tumbuh spora jamur dan benih akan tumbuh dan
pada akhirnya merusak eksplan tersebut. Oleh karena itu, perlu

dilakukannya sterilisasi pada eksplan (Heriansyah dan Indrawanis, 2020).

Peranan medium dalam kultur in vitro sangatlah penting. Medium kultur
mengandung unsur hara makro dan mikro, gula, vitamin dan zat pengatur
tumbuh. Semua komposisi tersebut mendukung pertumbuhan dan
perkembangan tanaman yang dikulturkan. Jenis medium yang sering
digunakan adalah Murashige dan Skoog (MS) adalah medium yang sering
digunakan untuk perbanyakan anggrek secara in vitro yang di dalamnya

mengandung unsur hara makro dan mikro seperti myoinositol, niacin,
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pyridoxin, HCI, thiamin, glycine dan glukosa. Medium yang kedua ialah air
kelapa yang mengandung gula, asam amino, asam organik, fitohormon dan
vitamin (Inkiriwang dan Mandang, 2016). Medium Vacin & Went (VW),
Knudson C (KC) dan New Phalaenopsis (NP). Medium tersebut memiliki
harga yang cukup mahal karena harus diimpor dari luar negeri (Purnamasari
dkk., 2020).

Zat Pengatur Tumbuh menjadi faktor yang mempengaruhi dalam kultur in
vitro. Beberapa ZPT penting ialah sitokinin dan auksin yang berpengaruh
pada morfogenesis dalam kultur sel, jaringan ataupun organ dan
mempengaruhi pertumbuhan. Auksin dan sitokinin bekerja secara bersama-
sama sehingga akan menentukan arah pertumbuhan dan perkembangan
eksplan. Sitokinin nantinya akan mempengaruhi pembelahan sel sedangkan
auksin akan menentukan arah diferensiasi sel. Jika konsentrasi sitokinin
lebih besar daripada auksin maka pertumbuhan tunas dan daun akan lebih
cepat. Sebaliknya, jika sitokinin lebih rendah daripada auksin maka akan
menstimulus pertumbuhan akar. Jika perbandingan sitokinin dan auksin
sama maka pertumbuhan tunas, daun dan akar akan sama juga (Bakar dkk.,
2015).

Klorofil

Kloroplas adalah media bagi organisme autotrof untuk melakukan
fotosintesis. Klorofil banyak tersebar pada organ daun dan berperan penting
pada proses fotosintesis, karena klorofil mampu menangkap cahaya
matahari. Fotosintesis dapat dibagi menjadi dua tahap reaksi yaitu reaksi
bergantung cahaya dan reaksi tidak bergantung cahaya. Reaksi bergantung
cahaya terjadi di dalam grana, sedangkan reaksi tidak bergantung cahaya
terjadi di stroma. Grana dan stroma adalah bagian dari kloroplas. Lembaran
membran yang disebut dengan tilakoid terdapat di dalam kloroplas, tilakoid

akan bertumpuk dengan rapih membentuk granum. Seluruh granum yang
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terdapat pada kloroplas disebut dengan grana. Fotosintesis sangat erat
kaitannya dengan cahaya, perbedaan spektrum cahaya dapat mempengaruhi
laju fotosintesis dan laju fotosintesis juga dapat mempengaruhi laju
biosintesis klorofil (Maghfiroh, 2017).

Klorofil terdiri dari empat cincin pirol, satu dengan lainnya dihubungkan
oleh gugus metana (-CH=). Pada inti molekul terdapat atom magnesium
(Mg). Konsentrasi klorofil total sangat dipengaruhi oleh cahaya dan
kandungan air. Penurunan intensitas cahaya dan kurangnya kadar air dapat
menurunkan konsentrasi klorofil (Andriani dan Pramushinta, 2018). Klorofil
akan menyerap cahaya merah dan biru sambil meneruskan dan
memantulkan cahaya hijau, sehingga daun tampak berwarna hijau
(Campbell, 2003).

Pengukuran karakter fisiologis seperti kandungan klorofil merupakan
pendekatan untuk mempelajari pengaruh kekurangan air terhadap
pertumbuhan. Cekaman kekeringan pada tanaman yang distimulasi dengan
pemberian PEG 6000 pada medium tanam dapat berpengaruh nyata
terhadap penurunan kandungan klorofil (Amini dkk., 2020).

Stomata

Pada organisme autotrof, daun tumbuhan menjadi organ yang sangat
penting dan berfungsi sebagai tempat berlangsungnya fotosintesis. Daun
memiliki warna hijau dengan bentuk pipih bilateral. Pertukaran O, dan CO,
daun ke atmosfir atau sebaliknya berlangsung melalui mulut daun
(Papuangan dan Nurhasannah., 2014). Mulut stomata adalah celah kecil
(lubang) berbentuk lonjong yang dikelilingi oleh sel epidermis yang telah
mengalami modifikasi menjadi sepasang sel penjaga (Anu dkk., 2017).
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Sel penjaga stomata dikelilingi oleh sel tetangga. Membuka dan
menutupnya stomata dipengaruhi oleh perubahan turgiditas sel penjaga. Sel
tetangga akan membantu pergerakan sel penjaga tersebut (Haryanti, 2010).
Tanaman dalam kondisi kekeringan akan menunjukkan dua respon yaitu
mengubah distribusi asimilat baru dan mengatur derajat pembukaan stomata
agar menghambat kehilangan air melalui transpirasi (Song dan Banyo,
2010)

Stomata dapat berfungsi sebagai pengatur terjadinya kehilangan air pada
tumbuhan dan tempat pertukaran gas dengan lingkungan selama fotosintesis
berlangsung (Setiawati dan Syamsi, 2016). Sel penjaga memiliki amilum,
ketika pagi hari maka akan berubah menjadi glukosa. Selain itu, sel penjaga
memiliki klorofil sehingga adanya cahaya akan menginduksi klorofil utuk
berfotosintesis sehingga CO, akan menurun di ruang antar sel. Kandungan
amilum yang ada akan berubah menjadi glukosa-1-pospat, karena dipacu
oleh posporilase. Hal tersebut memacu kenaikan osmosis sehingga air
masuk dari sel tetangga ke sel penjaga dan menyebabkan turgor sel penjaga

sehingga porus stomata terbuka (Haryanti, 2010).

Persediaan air yang tidak memadai menjadi pembatas utama dalam
pertumbuhan tanaman. Kekeringan pada tanaman akan memberi dampak
seperti terhambatnya pembelahan dan perbesaran sel, terhambatnya
penyerapan nutrisi, penurunanan aktivitas enzim dan terjadi penutupan
stomata. Penutupan stomata pada tanaman akan mempengaruhi cepat
lambatnya proses fotosintesis (Perkasa dkk., 2017). Penutupan stomata
adalah respon pertama yang ditunjukkan oleh tanaman ketika mengalam’
cekaman kekeringan. Tanaman akan lebih tahan menghadapi kekeringan
jika memiliki indeks stomata yang rendah (Hidayati dkk., 2017).
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I11. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat

Penelitan ini dilaksanakan dari tanggal Februari sampai Maret 2022 di
Ruang Penelitian Kultur In Vitro Laboratorium Botani Jurusan Biologi
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung.

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alumunium foil,
autoklaf, Laminar Air Flow (LAF), pinset, scalpel, mata pisau scalpel alat
pemotong eksplan, kertas filter, erlenmeyer, cawan petri, corong, botol
kultur berukuran 250 ml digunakan untuk tempat penanaman eksplan, gelas
ukur volume 100 ml dan 500 ml, kertas label, mikroskop, mikropipet, pipet
tip, spektrofotometri, tabung reaksi, rak tabung reaksi, timbangan analitik,

tisu, waterbatt, kertas saring, mortar, alu dan kamera hp oppo A5S.

Bahan-bahan yang digunakan adalah planlet anggrek Cattleya sp. yang
berasal dari koleksi Ibu Dr. Endang Nurcahyani, M.Si., alkohol 70% untuk
sterilisasi alat dan bahan, akuades, Poly Ethylene Glycol (PEG) 6000, aseton
80%, bahan dasar Vacin dan Went (VW) medium yang digunakan untuk
penanaman eksplan, Benzine Amino Purine (BAP), sukrosa, Kalium
Hidroksida (KOH), Asam Chlorida (HCI), agar bacto, larutan stok organik
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yaitu sukrosa, vitamin, asam amino, detergen dan bayclin yang digunakan

untuk sterilisasi eksplan dan cat kuku untuk membuat preparat stomata.

Rancangan Percobaan

Rancangan penelitian ini disusun dengan pola dasar Rancangan Acak
Lengkap (RAL) satu faktor yaitu konsentrasi PEG 6000 yang terdiri dari 5
taraf perlakuan (0%; 5%; 10%; 15; 20%) (Amini dkk., 2020) . Masing-

masing konsentrasi diulang 5 kali dan setiap ulangan terdiri dari 3 planlet

anggrek Cattleya sp. dalam setiap botol kultur. Percobaan notasi perlakuan

dan ulangan disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Notasi perlakuan dan ulangan

Ulangan Konsentrasi PEG 6000 (%)
0 5 10 15 20

1 KU, KoU; KU,

2 KU, KaU; KsU;

3 KiUs KoUs3 KsUs

4 KiU4 KaUq KU,

5 K,Us KoUs K3sUs

Keterangan :

K; : Konsentrasi 0% (Kontrol)

K, : Konsentrasi 5%
K3 : Konsentrasi 10%
K, : Konsentrasi 15%
Ks : Konsentrasi 20%
U;-Us : Ulangan 1-5
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Tabel 2. Perlakuan dan ulangan setelah diacak

KoU; KsU; KsU, KUy KiU;
KU KUy K3sUs KoUs
KsU, KoU; KsUs KiU3 K4Us
KiUs KsU3 KaUy KsU; KsU3
K4U3 KsU; KiUq4 KsU; KaUs
Keterangan :

K; : Konsentrasi 0% (Kontrol)
K, : Konsentrasi 5%

K3 : Konsentrasi 10%

K, : Konsentrasi 15%

Ks : Konsentrasi 20%

U;-Us : Ulangan 1-5

Bagan Alir Penelitian

Alur penelitian ini dapat diuraikan sebagai berikut.

Penelitian terdiri dari beberapa tahap yaitu : 1) Penanaman planlet Cattleya
sp. yang berumur 4 bulan pada medium Vacin dan Went yang telah
ditambahkan PEG 6000 sesuai konsentrasi, 2) Penentuan kisaran
konsentrasi PEG 6000 toleran untuk seleksi planlet Cattleya sp. secara in
vitro, 3) Analisis karakter ekspresi yang spesifik pada planlet Cattleya sp.
yang tahan terhadap cekaman kekeringan melipuri presentase jumlah planlet
yang hidup, visualisasi planlet, analisis kandungan klorofil a, klorofil b dan
klorofil total serta mengamati indeks stomata. Pengamatan dilakukan setiap
hari selama 4 minggu. Tahap penelitian dalam bentuk bagan alir seperti

tercantum pada Gambar 3.
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Perlakuan Indikator Luaran
Penanaman Planlet Planlet anggrek
planlet anggrek anggrek Cattleya sp.
Cattleya sp. pada Cattleya sp. berjumlah

medium Vacin
dan Went

terus tumbuh

banyak untuk
stok pengujian

!

U

U

Seleksi planlet
anggrek Cattleya
sp. dengan PEG
6000 pada
berbagai
konsentrasi

Terjadinya
ketahanan
tanaman,
tidak
menunjukkan
kelayuan

Terdapat
konsentrasi PEG
6000 yang
ditoleransi oleh
planlet anggrek
Cattleya sp.,
sehingga
terbentuk
ketahanan pada
planlet hasil
seleksi PEG 6000

!

!

Pengamatan
jumlah planet
yang hidup dan
karakternya
meliputi
visualisasi
planlet, klorofil a,
b dan total serta
indeks stomata
pada daun

Gambar 3. Bagan Alir Penelitian

Munculnya
karakter pada
planlet anggrek
Cattleya sp.
meliputi
visualisasi,
klorofil a, b
dan total serta
indeks stomata
pada daun

!

Terdapat karakter
pada anggrek

Cattleya sp.
:> meliputi

visualisasi,
klorofil a, b dan
total serta indeks
stomata pada
daun
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3.5. Pelaksanaan

Pelaksanaan penelitian meliputi beberapa langkah sebagai berikut.

3.5.1.

3.5.2.

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 pada penelitian ini adalah medium Vacin
dan Went (VW) padat. Pembuatan medium VW sebanyak 1 liter
adalah dengan cara memipet sejumlah larutan stok kemudian
dimasukkan ke dalam labu ukur 1 liter. Akuades dimasukkan ke
dalam labu takar sampai tanda 1 liter dan diatur pH sampai 5,5
dengan penambahan NaOH 1 N atau HCI 1 N. Larutan tersebut
kemudia dipindahkan ke dalam wadah yang lebih besar lalu
ditambahkan agar-agar 7g/l, sukrosa 30g/l dan PPM 0,5 ml/I.
Larutan medium dipanaskan untuk melarutkan agar-agar, selanjutnya
medium dipanaskan sampai mendidih dan diaduk. ZPT ditambahkan
ketika larutan medium sudah diangkat lalu medium dituangkan ke
dalam botol sebanyak 20 ml/botol. Kemudian sterilisasi medium
menggunakan autoklaf dengan tekanan 17,5 psi pada suhu 121 °C
selama 15 menit (Nurcahyani, 2013).
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Persiapan medium seleksi

Medium Vacin dan Went padat ditambahkan dengan larutan PEG
sesuai dengan konsentrasi yaitu 0%, 5%, 10%, 15% dan 20%.
Namun sebelumnya, Poly Ethylene Glycol (PEG) 6000 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 di dalam LAF Cabinet.
Selanjutnya Poly Ethylene Glycol (PEG) 6000 ditambahkan ke
dalam VW. Sebelum digunakan, medium diinkubasikan selama 7
hari pada suhu kamar 25 °C untuk memastikan bahwa Poly Ethylene
Glycol (PEG) 6000 telah tersaring dengan baik. Apabila dalam
waktu 7 hari tidak terjadi kontaminasi pada medium maka medium

dapat digunakan (Nurcahyani, 2013 yang dimodifikasi).

Penanaman eksplan

Planlet Cattleya sp. ditanam pada masing-masing botol kultur yang
berisi medium Vacin dan Went yang telah mengandung Poly
Ethylene Glycol (PEG) 6000. Masing-masing perlakuan diulang
sebanyak 5 kali dengan setiap ulangan terdiri dari 3 eksplan dalam
setiap botol kultur. Kemudian diinkubasi pada ruangan dengan

penyinaran + 1000 lux, 24 jam/hari dan suhu + 20 °C.

Pengamatan

Pengamatan dilakukan pada akhir minggu ke-4 untuk mengetahui
karakterisasi planlet anggrek Cattleya sp. meliputi parameter sebagai
berikut.
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1. Presentase jumlah planlet yang hidup

Perhitungan jumah planlet hidup anggrek Cattleya sp. dengan

menggunakan rumus menurut Nurcahyani dkk. (2014).

umla h planlet yang hidu
] p yang p X 100%

Jumla h seluru h planlet

. Visualisasi planlet

Meliputi warna planlet setelah diberikan perlakuan Poly Ethylene
Glycol (PEG) 6000 dengan klasifikasi sebagai berikut. Hijau,
hijau dengan bagian tertentu berwarna cokelat dan cokelat
(Nurcahyani dkk., 2012).

Jumla h planlet berwarna hijau /[ hijau cokleat [ cokelat

X 100%

Jumla h seluru h planlet

. Analisis kandungan klorofil

Bahan yang digunakan untuk analisis klorofil yaitu daun planlet
Cattleya sp. yang telah diseleksi dengan PEG 6000, sebanyak 0,1
gram daun kemudin digerus 100% dengan mortar (pestle) dan
ditambahkan 10 ml aseton 80%.. Larutan disaring dengan kertas
saring dan dimasukkan dalam flakon lalu tutup rapat. Larutan
sampel dan larutan standar berupa aseton 80% diambil sebanyak
1 ml, dimasukkan dalam kuvet. Setelah itu dilakukan pembacaan
serapan dengan spektrofotometer UV pada panjang gelombang
(A) 646 nm dan 663 nm, dengan tiga kali ulangan untuk setiap
sampel. Kadar klorofil dihitung dengan menggunakan rumus

menurut Miazec and Ledakowicz (2013) sebagai berikut.

Klorofil a =12,21 X Agsz — 2,81 X Agas Mg/l

Klorofil b = 20,13 Agss— 5,03 X Agsz mg/I

Klorofil total = 17,3 X Agss + 7,18 X Agsz mg/I

Keterangan :

Ass3 : Absorbansi pada panjang gelombang 663 nm

Agas : Absorbansi pada panjang gelombang 646 nm
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4. Pengamatan indeks stomata

Helai daun planlet anggrek Cattleya sp. diberikan cat kuku pada
bagian bawah lalu dikeringkan. Daun yang sudah kering
direkatkan pada isolasi berwarna bening sehingga cat kuku
menempel pada permukaan isolasi tersebut. Isolasi diletakkan
pada kaca preparat yang diamati dibawah mikrosop dengan
perbesaran 40x10 (Sari dan Harlita, 2018). Indeks stomata
ditentukan berdasarkan rumus J, Palit (2008) berikut.

| =—=_x 100
E+S

Keterangan :

I : Indeks stomata

S : Jumlah stomata

E : Jumlah sel epidermis

5. Analisis data

Data yang diperoleh dari pertumbuhan planlet Cattleya sp.
selama seleksi dengan PEG 6000 berupa data kualitatif dan
kuantitatif. Data kualitatif disajikan dalam bentuk deskriptif
komparatif yang didukung dengan foto. Data kuantitatif dari
setiap parameter dihomogenkan terlebih dahulu dengan Uji
Levene pada taraf nyata 5% dan dilanjutkan dengan analisis
menggunakan Anova One Way pada taraf nyata 5%, jika data
menunjukkan berbeda nyata maka dilanjutkan dengan uji Beda

Nyata Jujur (BNJ) pada taraf nyata 5%.



V. KESIMPULAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat diambil
kesimpulan sebagai berikut.
1. Konsentrasi PEG yang mampu ditoleransi oleh planlet ialah 20% dengan

jumlah persentase planlet hidup sebesar 60%.

2. Karakter pada planlet anggrek Cattleya sp. yang tahan terdapat cekaman
kekeringan sampai akhir minggu ke-4 meliputi :

a. Kandungan klorofil a,b dan total pada planlet menurun, konsentrasi
PEG 6000 berpengaruh terhadap kandungan klorofil a, b dan total
planlet anggrek Cattleya sp.

b. Indeks stomata pada planlet menurun, konsentrasi PEG 6000

berpengaruh terhadap indeks stomata pada planlet anggrek Cattleya

sp.

5.2. Saran

Perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut terhadap planlet Cattleya sp.

dengan karakter lainnya seperti kandungan karbohidrat, kandungan prolin,

dan analisis molekular.
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