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ABSTRAK

KARAKTERISASI ANGGREK Cattleya sp. HASIL INDUKSI ASAM
SALISILAT SECARA IN VITRO

Oleh

GALIH ADI KUSUMA

Anggrek Cattleya (Cattleya sp. Lindl). merupakan salah satu jenis anggrek yang sangat
diminati oleh masyarakat luas karena memiliki keistimewaan dari warna, bentuk, dan
ukuran bunganya, hal ini yang menyebabkan anggrek Cattleya cukup banyak
dibudidayakan di Indonesia. Salah satu pemicu penurunan produksi tanaman anggrek
Cattleya karena adanya jamur Fusarium oxysporum yang menyebabkan penyakit layu
Fusarium. Salah satu pengendalian yang efektif untuk mencegah infeksi jamur Fusarium
oxysporum adalah dengan meningkatkan ketahanan tanaman. Peningkatan ketahanan
tanaman anggrek Cattleya dapat dilakukan dengan cara mengimbas agen penginduksi
ketahanan tanaman menggunakan asam salisilat pada planlet anggrek Cattleya secara in
vitro. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui konsentrasi asam salisilat yang efektif
untuk menginduksi planlet anggrek Cattleya secara in vitro dan menganalisis karakter
planlet anggrek Cattleya setelah diinduksi asam salisilat secara in vitro meliputi
kandungan Klorofil total, klorofil a, klorofil b, dan indeks stomata. Penelitian ini
menggunakan medium Vacin and Went (VW) dengan penambahan asam salisilat pada
konsentrasi yang terdiri dari 5 taraf perlakuan yaitu 0 ppm, 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm dan
80 ppm. Rancangan percobaan yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dan data yang diperoleh dihomogenitaskan dengan Uji Levene apabila ada beda nyata
maka dilanjutkan dengan menggunakan analisis ragam atau anova pada taraf nyata 5%
dan uji lanjut dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) pada taraf nyata 5%. Parameter
pengamatan adalah jumlah planlet yang hidup, visualisasi planlet, analisis kandungan
klorofil, dan analisis indeks stomata. Hasil penelitian menunjukkan konsentrasi asam
salisilat yang efektif untuk pertumbuhan planet anggrek Cattleya sp. adalah pada
konsentrasi 80 ppm. Perubahan karakter yang terjadi pada planlet anggrek Cattleya sp.
hasil induksi asam salisilat meliputi: perubahan morfologi pada konsentrasi 80 ppm
planlet anggrek Cattleya menjadi lebih besar dan memiliki daun yang lebih banyak.
Perubaha fisiologis pada konsentrasi 80 ppm memiliki kandungan klorofil yang lebih
tinggi daripada konsentrasi kontrol dan perubahan secara anatomi pada konsentrasi 80
ppm menghasilkan nilai indeks stomata yang lebih tinggi.

Kata Kunci: Anggrek Cattleya, Asam Salisilat, In vitro, Planlet.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan salah satu negara yang memiliki kekayaan dan
keberagaman jenis tanaman holtikultura antara lain anggrek (Ramadiana et al.,
2011). Tanaman anggrek mempunyai bentuk dan bunga yang unik dan sangat
indah. Spesies anggrek yang tersebar di seluruh dunia sebanyak 25.000 —
30.000. Anggrek yang tumbuh di Indonesia terdapat kurang lebih 5000 spesies
anggrek endemik, sekitar 986 spesies tersebar di hutan pulau Jawa, 971
spesies ditemukan di Sumatera, 113 spesies tumbuh di Maluku dan sisanya
dapat ditemukan di pulau Sulawesi, Papua, Nusa Tenggara, dan Kalimantan
(Qosim et al., 2012).

Tanaman anggrek Cattleya sp. umumnya berkembang biak dengan biji. Selain
itu anggrek juga dapat dibiakan dengan metode kultur jaringan yang
merupakan teknik menumbuhkembangkan bagian tanaman berupa sel,
jaringan atau organ dalam kondisi yang aseptik secara in vitro. Pengembangan
anggrek dengan metode kultur jaringan memiliki kelebihan yaitu
menghasilkan planlet dengan jumlah banyak tetapi dalam waktu yang singkat.
Hasil tersebut tidak dapat ditemukan dalam metode perbanyakan secara

konvensional (Yusnita, 2010).

Anggrek Cattleya menjadi tanaman yang sangat diminati oleh masyarakat
luas. Selain memiliki warna bunga dan bentuk yang menarik dan sangat
beragam, anggrek juga memiliki nilai ekonomis yang tinggi dibandingkan

tanamam-tanaman hortikultura yang lain. Itu yang menyebabkan anggrek



dapat menarik banyak peminat dalam negeri maupun mancanegara. Indonesia
memiliki potensi yang sangat menjanjikan untuk budidaya anggrek. Produksi
tanaman anggrek di Indonesia mengalami penurunan. Pada tahun 2019,
produksi tanaman anggrek di Indonesia mencapai 18,61 juta tangkai dan
menurun pada tahun 2020 menjadi 11.68 juta tangkai (BPS, 2021).

Pembudidayaan tanaman anggrek mempunyai banyak kendala yang dihadapi
seperti munculnya penyakit yang berasal dari jamur patogen, virus ataupun
bakteri yang menyerang bagian tubuh tanaman anggrek. Penyakit-penyakit
tersebut antara lain busuk daun, busuk akar, busuk lunak, busuk hitam, bercak
daun, Cymbidium mozaic, dan layu Fusarium. Penyakit layu Fusarium
disebabkan oleh Fusarium oxysporum (Fo) yang menyerang akar tanaman
anggrek (Djantika, 2012).

Tanaman anggrek yang terjangkit penyakit layu Fusarium memiliki gejala
batang dan daun mulai menguning, tipis, berkeriput, bengkok, dan leher daun
membusuk sampai pangkal batang. Pada dasarnya Fusarium sp. merupakan
jamur patogen ini dapat mengakibatkan tanaman menjadi layu dan selanjutnya
tanaman akan mati (Soelistijono, 2015). Penyakit layu Fusarium dapat
dikendalikan menggunakan fungisida kimia tetapi fungisida kimia belum
efektif dan dapat berdampak buruk bagi lingkungan (Wedge & Elmer 2008).

Asam salisilat dapat digunakan untuk mengimbas ketahanan tanaman terhadap
penyakit yang disebabkan oleh jamur dengan cara menghambat enzim
hidrolisis yang dimiliki oleh jamur, sehingga jamur tidak dapat menginfeksi
tanaman. Tanaman yang tahan terhadap asam salisilat juga tahan terhadap
penyakit layu Fusarium (Nurcahyani, 2012). Asam salisilat bertindak sebagai
modulator resistensi penyakit endogen yang dibentuk oleh dekarboksilasi
asam sinamat, diikuti oleh pembentukan asam benzoat dan selanjutnya 2-
hidroksilasi dengan pembentukan asam salisilat. Asam salisilat merupakan
suatu signal penting yang digunakan sebagai senyawa pengimbas ketahanan

tanaman terhadap penyakit layu Fusarium (Sujatmiko et al., 2012).



Sejauh ini penelitian mengenai karakterisasi planlet anggrek Cattleya sp. hasil
induksi asam salisilat secara in vitro belum pernah dilakukan, oleh karena itu
penelitian ini perlu dilakukan untuk mengetahui karakterisasi planlet anggrek
Cattleya sp. setelah dilakukan pengimbasan asam salisilat secara in vitro
sehingga diharapkan dapat memberikan informasi mengenai karakterisasi
seperti kandungan klorofil dan indeks stomata pada planlet anggrek Cattleya

sp. hasil induksi asam salisilat.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah untuk:

1. Mengetahui konsentrasi asam salisilat yang efektif pada planlet anggrek
Cattleya sp. secara in vitro

2. Mengetahui karakter planlet anggrek Cattleya sp. setelah diinduksi asam

salisilat secara in vitro.

1.3 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai penggunaan
asam salisilat dalam mendapatkan anggrek Cattleya yang resisten terhadap
penyakit layu Fusarium. Selain itu, dapat membantu masyarakat terutama
petani anggrek dalam budidaya tanaman anggrek, serta memberikan
kontribusi dalam pengembangan ilmu pengetahuan terutama di bidang

pemuliaan dan penyakit tanaman.

1.4 Kerangka Pikir

Anggrek Cattleya merupakan jenis anggrek yang mempunyai keisitimewaan
dari warna, ukuran, dan bentuk bunganya. Jika dibandingkan dengan jenis
anggrek lainnya, anggrek ini mempunyai warna bunga yang beragam dan
ukuran bunga yang relatif besar. Keistimewaan tersebut membuat anggrek



Cattleya mampu bersaing di pasar Indonesia maupun dunia. Akibat adanya
penyakit layu Fusarium yang tidak jarang menyerang tanaman anggrek

Cattleya. Hal tersebut menyebabkan kualitas tanaman menjadi lebih menurun.

Penyebab penyakit layu Fusarium pada anggrek Cattleya adalah jamur
Fusarium oxysporum. Jamur ini menyerang rimpang akar yang baru saja
dipotong atau akar tanaman anggrek dengan kondisi terluka. Gejala tanaman
anggrek jika terkena penyakit ini yaitu daunnya mengeriput serta menguning

seperti kekurangan air lalu kemudian layu.

Pada umumnya fungisida digunakan untuk pengendalian penyakit layu
Fusarium ini, akan tetapi penggunaan fungsida dapat berdampak buruk bagi
kesehatan manusia dan lingkungan, sehingga memerlukan pengendalian yang
aman dan tidak membahayakan bagi manusia dan lingkungan. Salah satu
pengendalian yang aman bagi kesehatan manusia dan lingkungan adalah
pengendalian hayati. Pengendalian tersebut dilakukan dengan mengimbas
asam salisilat anggrek Cattleya secara in vitro untuk mengingkatkan
ketahanan tanaman terhadap penyakit patogen.

Asam salisilat digunakan sebagai racun murni dan sebagai reaksi yang
disebabkan infeksi patogen. Komponen penting untuk mengaktifkan gen
ketahanan terhadap berbagai macam jamur, virus, dan bakteri secara
sistematik merupakan peran dari asam salisilat. Tanaman yang diimbas asam

salisilat diharapkan akan lebih resisten terhadap penyakit.

1.5 Hipotesis

1. Terdapat konsentrasi asam salislat yang efektif untuk menginduksi planlet
anggrek Cattleya sp. secara in vitro.
2. Ada perubahan karakter yang terjadi pada planlet anggrek Cattleya sp.

yang diinduksi asam salisilat secara in vitro.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Anggrek Cattleya
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2.1.2

Klasifikasi

Menurut Cronquist (1981) dan APG Il (2003), anggrek Cattleya
diklasifikasikan sebagai berikut.

Kerajaan : Plantae

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

Jenis : Cattleya sp. Lindl.
Sejarah

Nama Cattleya diambil dari seorang hortikulturis Inggris bernama William
Cattley yang pernah mengimpor tanaman dari Brazil. Tanaman tersebut
dikemas dengan dedaunan, diantara daun daun yang digunakan sebagai
pengemas terdapat semacam umbi (bulb) yang tidak dikenal. Oleh Wiliam
Cattley umbi tersebut lalu ditanam di dalam pot dan diletakkan di tempat
panas. Pada November 1818 tanaman tersebut berbunga sangat indah
dengan warna ungu. Seorang botanis terkenal pada masa itu yang
bernama Dr. John Lindley kemudian memberi nama Cattleya labiata
autumalis yang berarti bunga Cattleya dengan labellum yang indah

berbunga pada musim gugur (Gunawan, 2005).



2.1.3 Morfologi

Anggrek Cattleya memiliki bunga yang sangat indah sehingga mendapat
julukan The Queen of Orchid. Ukuran bunga anggek Cattleya lebih besar
dibandingkan dengan anggrek lainnya. Morfologi bunga anggrek Cattleya
disajikan pada Gambar 1.

Gambar 1. Bunga Anggrek Cattleya (Cattleya sp.)
Keterangan: 1 = sepal dorsal, 2 = petal, 3 =
labellum, 4 = column, 5 = sepal lateral.
Sumber: Orchidswiki (2009)

Tanaman anggrek Cattleya merupakan tanaman tipe simpodial. Tanaman
tipe ini mempunyai ciri-ciri bunga keluar dari ujung batang, tidak
memiliki batang utama, dan akan kembali berbunga pada pertumbuhan

tunas baru atau anakan baru (Darmono, 2007).

Secara umum anggrek Cattleya memiliki bentuk akar yang relatif kecil,
lunak dan mudah patah dibandingkan anggrek lainnya dan berwana putih
serta runcing di ujung akarnya. Akar tanaman anggrek Cattleya memiliki
lapisan epidermis yang menjadi jaringan terluar akar, tersusun atas sel
parenkim yang berfungsi untuk akar mudah untuk menyerap air. Akar-
akar yang tua akan berubah menjadi kering dan berwarna cokelat dan akan

digantikan dengan akar yang baru tumbuh (Yusnita, 2010).
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Anggrek Cattleya termasuk anggrek simpodial yang terdiri atas umbi semu
(pseudobulb) yang memiliki pertumbuhan terbatas. Pseudobulb agak
pipih, berdaging, keras, dan berbentuk ganda dengan ukuran yang
bervariasi tergantung spesiesnya. Terdapat akar rimpang rizoma pada
pangkal pseudobulb untuk menghubungkan pseudobulb dengan
pseudobulb yang lain. Untuk pseudobulb yang telah mengeluarkan bunga
akan berfungsi sebagai tempat penyimpanan cadangan makanan dan air
(Yuswanti et al., 2014).

Anggrek Cattleya memiliki bentuk daun yang lebar, tulang daun sejajar
dengan helaian daun, daun melekat pada batang satu helai tiap buku dan
berhadapan dengan daun pada buku berikutnya atau berpasangan.
Berdasarkan pertumbuhannya anggrek Cattleya termasuk golongan
evergreen yaitu duan tetap hijau dan segar serta tidak gugur secara

bersamaan (Darmono, 2007).

Syarat Tumbuh Anggrek

Pada umumnya anggrek dapat tumbuh dimana saja mulai dari daerah
tropis hingga sub tropis. Meskipun demikian anggrek Cattleya memiliki
sifat dan karakter yang berbeda dengan anggrek lainnya. Faktor yang
mempengaruhi pertumbuhan tanaman antara lain cahaya, air, udara, dan
makanan (hara). Faktor-faktor harus dalam takaran yang seimbang jika
cahaya yang diterima berlebihan maka sel pada tanaman akan layu
(Reddy, 2016).

Menurut Prabowo dan Kartohadiprodjo (2009), umumnya tanaman
anggrek tidak membutuhkan banyak air. Penyiraman yang berlebihan
menyebabkan tumbuhnya jamur pada batang anggrek dan layunya daun.
Cahaya matahari juga penting untuk pertumbuhan tanaman anggrek
sebagai sumber energi dan proses fotosintesis. Suhu yang baik menurut
Iswanto (2005), yaitu 21-30°C pada siang hari dan 13-18 °C pada malam



hari. Anggrek Cattleya dapat tumbuh dengan baik pada kelembaban udara
sekitar 50% tetapi kelembaban udara untuk pertumbuhan yang paling baik
dengan kelambaban 70% (Parnata, 2005).

Anggrek Cattleya tumbuh dengan optimal pada daerah dengan ketinggian
antara 500-1500 mdpl. Ketinggian tempat sangat berpengaruh pada
pertumbuhan dan presentase hidup bibit anggrek. Tanaman yang ditanam
pada dataran rendah dapat berbunga lebih awal dibandingkan dengan
tanaman yang terdapat pada dataran tinggi. Tanaman anggrek
membutuhkan sirkulasi udara yang baik yang berguna untuk pergantian
udara di permukaan akar dan daun. Sirkulasi udara yang baik antara lain
udara yang berhembus secara lambat dan terus menerus sepanjang

tanaman anggrek tersebut tumbuh (Parnata, 2005)

2.2 Asam Salisliat

Asam Salisilat adalah kelompok senyawa fenolik yang mempunyai banyak
peran pada respon tanaman terhadap penyakit dan dapat mempengaruhi
perkembangan dan pertumbuhan tanaman (Rivas & Plasencia, 2011). Asam
salisilat dengan rumus molekul CsH,COOHOH memiliki bentuk kristal
berukuran kecil serta berwarna merah terang hingga cokelat. Asam salisliat
memiliki berat molekul sebesar 138,123 g/mol dan titik leleh sebesar 156 °C
(Purnomo et al., 2007). Struktur asam salisilat disajian pada Gambar 2.

O OH

OH

Gambar 2. Struktur kimia asam salisilat (Pubchem, 2021)



Asam salisilat yang diaplikasikan secara eksogen merupakan antioksidan
yang dapat mempengaruhi proses biokimia, fisiologis dan molekular pada
tanaman (Saruhan et al., 2012). Asam salisilat bertindak sebagai modulator
resistensi penyakit endogen yang dibentuk oleh dekarboksilasi asam
sinamat, diikuti oleh pembentukan asam benzoat dan selanjutnya 2-
hidroksilasidengan pembentukan asam salisilat. Asam salisilat juga dapat
digunakan sebagai regulator endogen resistensi penyakit yang dapat
dibentuk melalui proses dekarboksilasi yang berasal dari asam sinamat lalu
membentuk asam benzoat dan subsekuensinya 2-hidroksilasi menghasilkan
asam salisilat (An & Zhonglin, 2011).

Asam salisilat mempunyai peran penting dalam ketahanan tanaman yang
terinduksi secara sistemik. Sinyal pertahanan tanaman yang berasal dari
asam salisilat muncul ketika terjadi infeksi patogen. Senyawa tersebut akan
terakumulasi di tempat terinfeksinya tanaman yang menjadi inang oleh
patogen. (Hayat et al., 2010). Asam salisilat dalam mematikan jamur
dengan cara menghambat enzim hidrolisis yang dimiliki oleh patogen
sehingga jamur tidak dapat menginfeksi tanaman (Semangun, 2006).
Selain asam salisilat dapat menghalau infeksi patogen, asam salisliat juga
dapat merubah karakter dari tanaman tersebut yaitu adanya peningkatan
kandungan klorofil sehingga tanaman tampak lebih hijau jika dibandingkan
dengan tanaman yang tidak diberi asam salisilat. Asam salisilat juga dapat
mengubah ukuran stomata menjadi lebih besar. Perubahan karakter ini juga
dapat menjadikan tanaman anggrek tahan terhadap layu Fusarium (Putri,
2017).

2.3 Ketahanan Terimbas

Ketahanan terimbas merupakan proses ketahanan alami pada tanaman mulai
aktif seperti peningkatan aktivitas enzim peroksidase, penambahan sel lignin,

produksi fitoaleksin dan meningkatnya kandungan klorofil yang bertujuan
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untuk pertahanan tanaman terhadap patogen. Reaksi yang terjadi di dalam
suatu jaringan dapat menghasilkan senyawa yang bersifat toksin terhadap

patogen dan menghambat pertumbuhan patogen pada tanaman. Ketahanan
terimbas adalah salah satu pengendalian terhadap patogen dengan bantuan
agen biologis yang non virulen sehingga terjadinya peningkatan ketahanan
pada patogen utama (Agrios, 2005).

Ketahanan terimbas dapat diartikan sebagai ketahanan sistemik karena bentuk
ketahanan pada tanaman yang ditingkatkan tidak hanya pada bagian tanaman
yang terinfeksi patogen tetapi pada jaringan yang tidak terinfeksi dan
tempatnya terpisah juga ditingkatkan (Soesanto, 2008). Respon tanaman
terhadap patogen dengan jaringan tumbuhan yang telah terinfeksi akan
melewati mekanisme resistensi spesifik dengan cara pengikatan ligan patogen
ke dalam reseptor yang spesifik, pengikatan tersebut bertujuan untuk memicu
jalur transduksi sinyal untuk menghasilkan respon hipersensitif (Campbell et
al., 2003).

Induksi ketahanan sistemik dapat memicu kondisi fisiologis yang merangsang
mekanisme pertahanan alami dan ketahanan tanaman dengan pengaplikasian
bahan pengeduksi eksternal. Bahan pengeduksi eksternal dapat berupa
kompos, sinar ultraviolet, bahan kimia toksin dan tak toksin, dan agensia yang
lain (Agrios, 2005). Senyawa-senyawa yang berperan pada aplikasi agens
penginduksi seperti asam salisilat, kitinase, peroksidase, dan -1,4glukosidase.
Peran senyawa-senyawa tersebut ditandai dengan meningkatya kadar dan

aktivitasnya (Soesanto, 2008).

2.4 Biosintesis Klorofil

Klorofil adalah pigmen berwarna hijau yang dapat ditemukan pada tumbuhan,
alga, maupun cyanobacteria. Pigmen tersebut berperan menyerap dan
merombak energi cahaya menjadi energi kimia. Klorofil terdiri dari atom

C,H,N, dan O yang mengelilingi Mg sebagai atom tunggal. Klorofil menyerap
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energi matahari yang selanjutnya digunakan untuk membelah molekul H,O
menjadi H, dan O dan menggabungkan unsur H dan CO, menghasilkan
karbohidrat (Zakiyah, 2018).

Sintesis klorofil pada daun berguna untuk menangkap cahaya dengan
intensitas yang berbeda tergantung pada faktor genetik dan lingkungan.
Faktor-faktor yang mempengaruhi sintesis klorofil antara lain air, cahaya,
gula, karbohidrat, tempratur, oksigen, dan faktor genetik setiap spesies. Unsur-
unsur seperti: N, Fe, Mg, S, Mn, Cu, Zn juga mempengaruhi sintesis protein.
Unsur Nitrogen menjadi faktor penting dalam pembentukan klorofil dan
merupakan unsur hara makro. Kekurangan dari unsur nitrogen adalah dapat
menyebabkan gejala klorosis pada daun tanaman (Hendriyani & Nantya,
2009).

Klorofil terdapat dua jenis, yaitu klorofil a (CssH720OsN4sMg) yang memiliki
warna hijau tua dan Klorofil b (CssH70OsN4Mg) yang memiliki warna hijau
muda. Klorofil a dan b adalah klorofil yang paling kuat menyerap cahaya
dibagian merah dengan panjang gelombang 600-700 nm dan paling sedikit
menyerap cahaya hijau dengan panjang gelombang 500-600 nm. Cahaya yang
berwarna biru diserap oleh karotenoid. Karotenoid dapat membantu menyerap
cahaya sehingga cahaya matahari dapat dimanfaatkan dengan baik oleh
tanaman (Nio Song & Banyo, 2011). Struktur klorofil a dan b disajikan pada
Gambar 3.

klorofil a klorofil b

Gambar 3. Struktur Klorofil a dan b (Nio Song & Banyo, 2011).
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Air dan unsur hara yang cukup dari dalam tanah memiliki peran yang
penting dalam proses sintesis klorofil. Keberadaan klorofil merupakan
faktor utama yang mempengaruhi proses fotosintesis. Proses tersebut sangat
penting karena untuk mempertahankan pertumbuhan dan perkembangan
tanaman (Lie et al., 2006). Klorofil dalam fotosintesis memiliki 3 fungsi
utama yaitu memicu fiksasi CO, sebagai penghasil karbohidrat,
memanfaatkan energi matahari, dan sebagai penyedia energi bagi ekosistem
(Bahri, 2010). Karbohidat hasil fotosintesis mempunyai berbagai fungsi
salah satunya sebagai materi penyusun dinding sel. Struktur dinding sel
yang tebal dapat menghambat penetrasi patogen, oleh karena itu kandungan
klorofil dapat dijadikan parameter untuk mengukur ketahanan suatu

tanaman terhadap infeksi patogen (Putri, 2017).

2.5 Stomata

Stomata merupakan modifikasi sel epidermis daun yang berupa sepasang sel
penjaga dengan celah sehingga terjadi pertukaran antara uap air dan gas di
bagian dalam stomata dengan lingkungan. Stomata terdiri dari sel penutup dan
celahnya. Sel epidermis yang letaknya berdekatan dengan sel penutup disebut
sel tetangga. Sel ini berperan dalam proses perubahan osmotik yang memicu

gerakan sel penutup dalam mengatur lebar celah stomata (Hasanuddin, 2011).

Stomata memiliki peran yang penting dalam proses fotosintesis dan
transpirasi. Stomata berperan sebagai alat dalam proses adaptasi somaklonal
yang tahan kekeringan, transpirasi tanaman, dan kerapatan stomata dapat
mempengaruhi proses fotosintesis. Stomata umumnya terdapat pada
permukaan bawah daun, akan tetapi pada beberapa spesies tumbuhan stomata
terdapat pada permukaan atas dan bawah daun, batang, dan cabang tanaman
(Lakitan, 2013).

Menurut Semangun (2006), stomata dapat digunakan sebagai tempat

masuknya jamur patogen. Jamur F. oxysporum dapat masuk dang menginfeksi
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tanaman melalui stomata pada daun yang paling dekat dengan permukaan
tanah. Tanaman mempunyai dua tipe jenis ketahanan mekanis, yaitu
ketahanan mekanis aktif dan ketahanan mekanis pasif. Tanaman dengan
ketahanan mekanis pasif sukar diinfeksi patogen dikarenakan mempunyai
struktur morfologi seperti adanya lapisan lilin, lapisan epidermis dengan
kutikula sangat tebal, dan mempunyai sedikit stomata. Stomata dapat menjadi

parameter ketahanan tanaman terhadapt patogen (Semangun, 2006).

2.6 Perbanyakan Tanaman Secara In Vitro

Kultur in vitro berasal dari dua kata yaitu ‘culture’ yang berarti budaya dan
‘vitrous’ yang berarti transparan. Kultur in vitro dapat diartikan teknik
menumbuhkan sel, jaringan atau organ pada suatu wadah atau gelas kultur
yang transparan hingga menjadi tanaman lengkap dengan lingkungan
terkontrol. Definisi yang lain kultur in vitro atau kultur jaringan merupakan
teknik isolasi bagian-bagian tanaman seperti jaringan, organ dan embrio yang
dikultur pada medium buatan secara aseptik sehingga bagian bagian tananam
tersebut mampu beregenerasi dan berdeferensiasi menjadi tanaman lengkap.
Sejauh ini kultur in vitro menjadi cara yang paling sering digunakan untuk
memperbanyak bibit anggrek. Teknik ini dapat menghasilkan jumlah bibit
yang banyak dan tingkat keberhasilan cukup tinggi (Zulkarnain, 2009).

Teknik kultur jaringan yang dikemukakan Schleiden & Schwann pada tahun
1838, berdasarkan teori sel yaitu bahwa sel memiliki kemampuan totipotensi.
Setiap sel yang diletakkan dalam lingkungan yang sesuai maka dapat tumbuh
menjadi tanaman yang sempurna. Pada teknik in vitro pembentukan organ
tanaman dapat terjadi secara langsung apabila suatu eksplan diinduksi
langsung membentuk organ tanpa membentuk kalus terlebih dahulu. Sel sel
yang telah diinduksi kemudian dapat melanjutkan pertumbuhannya menjadi
embrio. Selanjutnya dari embiro dapat berkembang menjadi tanaman utuh
(Abbas, 2011).



Keberhasilan dari kultur in vitro sangat bergantung pada media yang
digunakan. Menambahkan zat pengatur tumbuh (ZPT) dalam media kultur
jaringan dapat membantu proses pertumbuhan dan perkembangan planlet
anggrek secara in vitro (Nurcahyani, 2020). Faktor lingkungan juga
berpengaruh dalam perkembangan in vitro, faktor lingkungan tersebut yaitu
cahaya, pH, suhu dan kelembaban. Beberapa faktor tersebut dapat

mempengaruhi proses pertumbuhan dan diferensiasi sel (Sandra, 2018).
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I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan Maret sampai dengan April 2022 di
Laboratorium Botani (ruang penelitian in vitro), Jurusan Biologi, Fakultas

Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah botol kultur berukuran
250 ml, gelas ukur berukuran 100 ml, cawan petri berdiameter 10 cm,
Erlenmeyer berukuran 50 ml, tabung reaksi, rak tabung reaksi, pipet tip,
mikropipet, autoclave, Laminar Air Flow (LAF), scapel, mata pisau scapel,
pinset, alumunium foil, tisu, corong gelas, kertas label, kertas filter, timbangan

analitik ohaus, spektofotometri, waterbath, mikroskop, dan kamera.

Bahan-bahan yang digunakan adalah planlet anggrek Cattleya sp. steril dalam
botol kultur, asam salisilat, aquades, alkohol, sukrosa, agar, Asam Klorida
(HCI), Kalium Hidroksida (KOH), , Plant Preservative Mixture (PPM),
Benzine Amino Purine (BAP), Indole-3-Acetic Acid (IAA),serta bahan kimia
medium Vacin and Went (VW) padat.
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3.3 Rancangan Percobaan

Rancangan penelitian ini disusun dengan pola dasar Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan satu faktor yaitu konsentrasi asam salisilat yang terdiri dari
empat taraf yaitu: 0 ppm, 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, dan 80 ppm. Masing
masing konsentrasi dilakukan 5 kali pengulangan dan setiap pengulangan
terdiri dari 3 eksplan Cattleya sp. dari setiap botol kultur. Tata letak satuan
percobaan seleksi planlet anggrek Cattleya sp. secara in vitro disajikan dalam
Tabel 1.

Tabel 1.Tata letak satuan percobaan

KsU; KiU1 KsU; KoUy KiU;

KzUz K4U3 K3U4 K1U2 K5U1

K5U3 K3U2 K2U1 K4U1 K1U4

KiUs KsUy4 K4Us KsU3 KoU3

K4Uq4 KoUs KiU3 KsUs KsUs
Keterangan:

K1: Konsentrasi 0 ppm (kontrol)
K2: Konsentrasi 20 ppm

K3: Konsentrasi 40 ppm

K4: Konsentrasi 60 ppm

K5: Konsentasi 80 ppm

U;.Us: Ulangan 1 — Ulangan 5

3.4 Bagan Alir Penelitian

Penelitian ini terdiri dari beberapa tahap yaitu, 1) Penanaman planlet anggrek
Cattleya sp. kedalam medium VW yang sudah ditambahkan asam salisilat
sesuai konsentrasi. 2) Penentuan kisaran konsentrasi asam salisilat toleran
untuk seleksi planlet anggrek Cattleya sp secara in vitro. 3) Analisis karakter
yang spesifik pada planlet Cattleya sp meliputi visualisasi planlet, presentase
jumlah planlet yang hidup serta analisis kandungan klorofil a, klorofil b, serta
klorofil total. Tahap penelitian disajikan dalam bentuk bagan alir seperti

tercantum pada Gambar 4.
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Gambar 4. Bagan Alir Penelitian
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3.5 Pelaksanaan Penelitian

Pelaksanaan penelitian meliputi beberapa tahap sebagai berikut.

3.5.1

3.5.2

Persiapan medium tanam

Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah Vacin and Went
(VW) padat. Pembuatan medium tanam VW sebanyak 1 liter dengan cara
memipet sejumlah larutan stok, kemudian dimasukkan kedalam labu takar
1 liter. Akuades ditambahkan hingga tanda (1 liter) dan pH diatur sampai
5,5, dilakukan penambahan KOH 1 N atau HCI 1 N untuk mendapatkan
pH 5,5. Larutan tersebut kemudian dipindahkan ke dalam wadah yang
lebih besar kemudian ditambahkan agar-agar 7 g/l, sukrosa 30 g/l, dan
PPM 0,5 ml/l. Larutan medium dipanaskan yang bertujuan untuk
melarutkan agar-agar (sambil diaduk) sampai mendidih. Setelah larutan
medium diangkat, dilakukan penambahan ZPT kemudian dituangkan ke
dalam botol kultur sebanyak 20 mi/botol. Sterilisasi medium dengan
menggunakan autoklaf dengan tekanan 17,5 psi, 121 °C selama 15 menit
(Nurcahyani, 2013).

Persiapan medium seleksi

Media Vacint & Went (VW) ditambah asam salisilat dengan konsentrasi 0
ppm (kontrol), 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, dan 80 ppm. Asam salisilat
dilarutkan dengan akuades pada konsentrasi tertentu, kemudian disaring
menggunakan syringe filter dengan diameter 0,45 um sebanyak 2 kali,
dilanjutkan filter berdiameter 0,22 um satu kali. Penyaringan dilakukan
dalam ruang steril. Selanjutnya asam salisilat ditambahkan ke dalam media
VW. Medium diinkubasikan selama 7 hari pada suhu kamar (25 °C)
sebelum digunakan, untuk memastikan bahwa asam salisilat telah tersaring
dengan baik. Apabila dalam waktu 7 hari tidak terjadi kontaminasi, maka

medium tersebut dapat digunakan (Nurcahyani, 2012).
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3.5.3 Penanaman planlet dalam medium seleksi asam salisilat

Planlet Cattleya sp. dari botol kultur dikeluarkan dengan scalpel steril dan
satu-persatu diletakkan di atas cawan petri berdiameter 10 cm, kemudian
planlet dipisahkan satu per satu, setelah itu ditanam pada masing-masing
botol kultur yang berisi medium perlakuan. Masing-masing konsentrasi
dilakukan 5 kali ulangan dan setiap ulangan terdiri dari 3 eksplan Cattleya

sp. pada setiap botol kultur (Nurcahyani, 2012).

3.6 Pengamatan

Pengamatan dilakukan pada minggu ke-4 dan dievaluasi untuk mengetahui
konsentrasi asam salisilat yang efektif untuk seleksi planlet Cattleya sp.
secara in vitro. Setelah 4 minggu inkubasi, planlet yang masih hidup di dalam

botol kultur kemudian dikarakterisasi dengan parameter sabagai berikut.

3.6.1 Presentase jumlah planlet yang hidup

Rumus yang digunakan untuk menghitung jumlah planlet Cattleya sp.

yang hidup yaitu:

Jumlah planlet hidup

o
Jumlah seluruh planlet . 007

(Nurcahyani, 2014)



3.6.2

3.6.3
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Visualisasi planlet

Visualisasi planlet yang dapat diamati meliputi warna tunas yang
terbentuk dengan klasifikasi sebagai berikut: hijau= planlet berwarna
hijau, hijau cokelat= planet berwarna hijau tetapi sebagian terdapat warna
cokelat, dan cokelat= jika planlet tersebut keseluruhannya berwarna
cokelat/planet mati. Visualisasi planlet dapat dihitung dengan rumus

sebagai berikut.

Jumlah planlet berwama hijau / hijau lkaiming/ cokelat
Jumlah seluruh planlet

X 100%%

(Nurcahyani, 2014)

Analisis kandungan klorofil

Daun planlet Cattleya sp.yang sudah diberikan perlakuan penambahan
asam salisilat digunakan sebagai bahan untuk analisis kadungan klorofil
menggunakan metode Miazek & Ledakowicz (2013) dengan
spektrofotometer. Daun planlet Cattleya sp. sebanyak 0,1 gram
dihilangkan ibu tulang daunnya, 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 sebagai berikut.
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Klorofil A =12,21 X Agsz— 2,81 X Asss mg/l
Klorofil B = 20,13 X Agss— 5,03 X Aggz mg/l
Klorofil Total =17,3 X Agss— 7,18 X Agez mg/I

Keterangan :
Ags3 : Absorbansi pada panjang gelombang 663 nm
Agas : Absorbansi pada panjang gelombang 646 nM

3.6.4 Analisis indeks stomata

Helai daun planlet anggrek Cattleya sp. diberikan cat kuku pada bagian
bawah daun lalu dikeringkan. Kemudian setelah cat kuku kering pada
bagian bawah daun lalu direkatkan isolasi berwarna bening sehingga cat
kuku menempel pada permukaan isolasi tersebut. Isolasi yang menempel
pada cat kuku kemudian di tarik pelan pelan dengan harapan lapisan
epidermis pada daun menempel pada cat kuku dan diletakkan pada kaca
preparat yang diamati dibawah mikrosop dengan perbesaran 40x10. Indeks

stomata ditentukan berdasarkan rumus Mahesa (2014) berikut.

jumlah stomata _
X 100%

sel epidermis+jumlah stomata

3.7 Analisis Data

Data yang diperoleh dari pertumbuhan planlet anggrek Cattleya sp.selama
seleksi dengan asam salisilat berupa data kualitatif dan data kuantitatif. Data
kualitatif disajikan dengan deskriptif komperatif dan didukung 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%.
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V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat diambil
kesimpulan sebagai berikut.

1. Konsentrasi asam salisilat 80 ppm adalah konsentrasi yang efektif dalam
membentuk planlet anggrek Cattleya yang toleran terhadap induksi asam
salisilat.

2. Perubahan karakter yang lebih nyata pada tanaman anggrek Cattleya sp
terjadi pada konsentrasi 80 ppm. Dihasilkannya planlet yang lebih besar
dan daunya lebih banyak. Perubahan morfologi pada konsentrasi 80 ppm
planlet anggrek Cattleya menjadi lebih besar dan memiliki daun yang lebih
banyak. Perubahan fisiologis pada konsentrasi 80 ppm memiliki
kandungan klorofil yang lebih tinggi daripada konsentrasi kontrol dan
perubahan anatomi pada konsentrasi 80 ppm menghasilkan nilai indeks

stomata yang lebih tinggi.

5.2. Saran

Perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut terhadap planlet Cattleya sp.
dengan karakter spesifik lainnya seperti kandungan karbohidrat, kandungan

fenol dan analisis molekular
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