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ABSTRAK

KARAKTER EKSPRESI SPESIFIK PLANLET ANGGREK
Dendrobium sp. HASIL SELEKSI IN VITRO TERHADAP CEKAMAN
KEKERINGAN DENGAN POLY ETHYLENE GLYCOL (PEG) 6000

Oleh

FERIZA YOLANDA PUTRI

Anggrek Dendrobium sp. adalah salah satu jenis anggrek dengan cukup diminati
dalam pasar anggrek. Keunggulan yang dimiliki oleh anggrek Dendrobium sp. yaitu
warna yang bervariasi dan bentuk bunga yang sempurna, mudah ditanam, mudah
dirangkai karena batang yang lentur, serta bunga yang dapat berkembang terus
menerus. Masalah kekeringan merupakan salah satu kendala dalam aktivitas
pertumbuhan anggrek secara fisiologis maupun morfologis. Salah satu cara yang
dapat digunakan untuk mengembangkan kultivar anggrek Dendrobium sp. yang
resisten terhadap cekaman kekeringan yaitu dengan seleksi kultur in vitro planlet
dengan PEG 6000. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui Kkisaran
konsentrasi PEG 6000 yang toleran terhadap cekaman kekeringan serta
menganalisis karakter ekspresi spesifik pada planlet anggrek Dendrobium sp. yang
mengalami 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. Parameter yang diamati meliputi: persentase
jumlah planlet yang hidup, visualisasi planlet, pengamatan indeks stomata, dan
analisis kandungan klorofil. Analisis data berupa data kualitatif dan kuantitatif.
Data kualitatif disajikan dalam bentuk foto, sedangkan data kuantitatif dilakukan
homogenitas dengan uji levene pada taraf nyata 5% lalu dilanjutkan dengan analisis
Anova One Way pada taraf nyata 5%. Setelah itu, jika data menunjukkan berbeda
nyata maka dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) pada taraf nyata 5%.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi PEG 6000 yang toleran terhadap
cekaman kekeringan pada planlet anggrek Dendrobium sp. yaitu 20%. Semakin
besar konsentrasi PEG 6000 maka kandungan klorofil a, b, total, dan indeks
stomata pada planlet anggrek Dendrobium sp. semakin menurun.

Kata kunci : Karakter spesifik, Dendrobium sp., cekaman kekeringan, in vitro,
PEG 6000.
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11

I. PENDAHULUAN

Latar Belakang

Menurut Sucandra dkk. (2015) suku orchidaceae merupakan tanaman hias
yang sangat digemari akhir-akhir ini karena tanaman ini memiliki warna dan
bentuk yang beragam sehingga dapat menarik minat banyak orang untuk
dijadikan sebagai tanaman hias. Faktanya banyak sekali spesies anggrek di
dunia, kurang lebih sekitar 17.000 — 35.000 (Rohimah dkk., 2018). Hal ini
menempati sekitar 7 — 10% tumbuhan berbunga di seluruh dunia. Seluruh
spesies tersebut tersebar sekitar 4.000 — 5.000 spesies anggrek di Indonesia

(Setia dkk., 2018).

Salah satu syarat anggrek agar dapat tumbuh dengan baik yaitu berada di
daerah yang beriklim tropis seperti Indonesia. Kondisi lingkungan seperti
ini yang menjadi alasan mengapa anggrek di Indonesia dapat menjadi
primadona oleh sebagian orang (Setia dkk., 2018). Salah satu jenis anggrek
yang cukup diminati dalam pasar anggrek yaitu jenis Dendrobium sp.
(Novianto dkk., 2012). Dendrobium ini mempunyai keunggulan
dibandingkan anggrek lain yaitu warna yang sangat bervariasi dan bentuk

bunga yang sempurna, mudah ditanam, mudah dirangkai karena batang



yang lentur, serta bunga yang dapat berkembang terus menerus (Setiawati

dkk., 2016).

Sebagai negara penghasil anggrek yang cukup banyak, tak dipungkiri
masalah kekeringan air pada media tanam sering kali kita jumpai. Hal ini
dikarenakan iklim di Indonesia yang terus menerus mengalami perubahan,
seperti perubahan iklim yang ekstrim. Jika air yang diberikan kepada
anggrek melebihi batas yang dianjurkan akan membuat akar busuk bahkan
mati. Hal ini tentu saja akan mengganggu dalam aktivitas pertumbuhan

anggrek baik fisiologis maupun morfologis (Amini dkk., 2020).

Menurut Effendi (2008) istilah untuk tanaman yang mengalami keterbatasan
air dari lingkungan tanaman tempat tumbuh adalah cekaman kekeringan.
Keterbatasan air biasanya terletak pada medium tanam dari tanaman
tersebut. Salah satu cara yang efektif dan efisien untuk mengatasi cekaman
kekeringan adalah menggunakan varietas yang tahan terhadap cekaman
kekeringan. Untuk mendapatkan varietas yang tahan terhadap cekaman
kekeringan dapat dilakukan dengan teknik in vitro. Teknik in vitro
dilakukan pada medium tanam dengan memberikan agen penyeleksi di

dalamnya (Sri dkk., 2018).

Poly ethylene glycol (PEG) adalah salah satu senyawa osmotikum yang
banyak digunakan untuk membantu dalam proses cekaman kekeringan pada

tanaman secara in vitro. Senyawa ini dipilih karena lebih unggul
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dibandingkan senyawa lain yang fungsinya untuk menurunkan potensial air.
Menurut Shofiatul (2010) PEG 6000 ini dapat mengakibatkan kekurangan
air pada tanaman karena akan menurunkan potensial air pada tanaman

sehingga akan mengganggu proses pertumbuhan pada tanaman tersebut.

Penggunaan PEG dalam konsentrasi yang toleran untuk anggrek
Dendrobium sp. sejauh ini belum banyak dilakukan. Oleh karena itu, perlu
dilakukannya penelitian lebih lanjut tentang konsentrasi PEG yang toleran

terhadap cekaman kekeringan pada planlet anggrek Dendrobium sp.

Tujuan Penelitian

Tujuan dari dilakukannya penelitian ini sebagai berikut :

1. Mengetahui konsentrasi Poly Ethylene Glycol (PEG) 6000 yang toleran
terhadap cekaman kekeringan untuk seleksi planlet anggrek
Dendrobium sp. secara in vitro.

2. Menganalisis karakter ekspresi spesifik pada planlet anggrek

Dendrobium sp. yang mengalami cekaman kekeringan.

Kerangka Pikir

Kondisi lingkungan di Indonesia yang beriklim tropis merupakan salah satu
syarat anggrek dapat tumbuh dengan baik. Salah satu anggrek yang cukup

diminati dalam pasar anggrek yaitu Dendrobium sp. Keunggulan yang



dimiliki oleh anggrek Dendrobium sp. yaitu warna yang sangat bervariasi
dan bentuk bunga yang sempurna, mudah ditanam, mudah dirangkai karena

batang yang lentur, serta bunga yang dapat berkembang terus menerus.

Sebagai negara penghasil anggrek yang cukup banyak, tak dipungkiri
masalah kekeringan air pada media tanam sering kali kita jumpai.
Keterbatasan air di lingkungan sekitar tanaman akan mengganggu dalam
aktivitas pertumbuhan anggrek baik fisiologis maupun morfologis. Salah
satu cara yang efektif dan efisien untuk mengatasi cekaman kekeringan
adalah menggunakan varietas yang tahan terhadap cekaman kekeringan.
Untuk mendapatkan varietas yang tahan terhadap cekaman kekeringan dapat
dilakukan teknik in vitro. Teknik in vitro dilakukan pada medium tanam

dengan memberikan agen penyeleksi didalamnya.

Seleksi dengan teknik kultur in vitro planlet dengan PEG 6000 adalah salah
satu cara yang dapat digunakan untuk mengembangkan kultivar anggrek
Dendrobium sp. yang resisten terhadap cekaman kekeringan. Jika ada
planlet yang berhasil tumbuh dalam medium yang didalamnya terdapat PEG
6000 diduga dalam kondisi alaminya planlet atau anggrek tersebut akan

mampu untuk bertahan dalam kondisi kekeringan.

PEG 6000 dapat mengakibatkan kekurangan air di tanaman karena akan

menurunkan potensial air pada tanaman sehingga akan mengganggu proses
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pertumbuhan pada tanaman. Senyawa ini dipilih karena lebih unggul

dibandingkan senyawa lain yang fungsinya untuk menurunkan potensial air.

Setelah didapatkan planlet yang dapat bertahan dalam medium yang
mengandung PEG 6000, dilakukan karakterisasi dengan menganalisis

kandungan klorofil a, klorofil b, klorofil total, dan indeks stomata.

Hipotesis

Hipotesis pada penelitian ini adalah :

1. Terdapat konsentrasi Poly Ethylene Glycol (PEG) 6000 yang toleran
terhadap cekaman kekeringan untuk seleksi planlet anggrek
Dendrobium sp. secara in vitro.

2. Terdapat karakter ekspresi yang spesifik pada planlet anggrek

Dendrobium sp. yang mengalami cekaman kekeringan.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Anggrek Dendrobium sp.
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2.1.2

Klasifikasi

Klasifikasi anggrek Dendrobium sp. menurut sistem klasifikasi

Cronquist (1981) dan APG Il (2003) adalah sebagai berikut.

Kerajaan . Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas . Liliopsida
Bangsa . Asparagales
Suku : Orchidaceae
Marga : Dendrobium
Jenis . Dendrobium sp.
Morfologi

Anggrek Dendrobium adalah salah satu genus anggrek yang paling
besar dari suku Orchidaceae. Jumlah anggrek Dendrobium di Indonesia
diperkirakan sekitar 275 spesies dari 2.000 spesies anggrek

Dendrobium di dunia (Gandawidjaya dan Sastrapradja, 1980). Semua
jenis tersebut tersebar di kawasan timur Indonesia seperti Papua dan

Maluku. Banyak sekali yang memakai anggrek Dendrobium sp. ini



menjadi rangkaian bunga dan bunga potong sebagai hiasan. Hal ini
dikarenakan kesegaran bunga yang relatif lama, warna dan bentuk
bunga yang bervariasi serta tangkai bunga yang lentur sehingga mudah

dirangkai (Puchooa, 2004).

Bunga merupakan bagian yang terpenting dari tanaman anggrek. Hal ini
dikarenakan letak daya tarik tanaman ini terletak pada petal (daun
mahkota). Menurut Ayu (2016) terdapat lima bagian utama pada bunga
anggrek, yaitu petal (daun mahkota), sepal (daun kelopak) yang
berjumlah tiga buah, stamen (benang sari), pistil (putik), dan ovari
(bakal buah). Bentuk daun pada anggrek ini menyerupai dengan jenis

tanaman monokotil pada umumnya yaitu memanjang seperti pedang.

Dendrobium termasuk anggrek yang memiliki pola tumbuh simpodial
yaitu batang atau batang semu majemuk yang bertumpuk pada rhizome.
Sebagai anggrek epifit, Dendrobium sp. mempunyai sifat menumpang
tetapi tidak merugikan inang yang ditumpanginya. Lapisan velamen
berongga pada akar anggrek berfungsi untuk memudahkan dalam
penyerapan air (Iswanto, 2002). Bunga Anggrek Dendrobium sp.

disajikan dalam Gambar 1.
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Gambar 1. Bunga Anggrek Dendrobium sp. Keterangan : (a)
sepal dorsal, (b) petal, (c) columna, (d) sepalum
lateral, dan (e) labellum (Abdullakasim et al., 2015).

2.1.3 Syarat Tumbuh

Menurut Andarini (2013) syarat tumbuh anggrek Dendrobium sp.
memerlukan cahaya 50 — 60% dengan suhu sekitar 28 — 30 °C. Suhu
minimal anggrek ini yaitu 15 °C. Media yang terlalu basah akan
menyebabkan tunas menjadi busuk. Lingkungan yang tidak terlalu
basah dengan tingkat kelembaban yang tinggi sekitar 65 — 70% menjadi

syarat tumbuh lainnya dari anggrek Dendrobium sp..

2.2 Cekaman Kekeringan
Kondisi lingkungan yang baik sangat dibutuhkan tanaman untuk tumbuh
dan berkembang. Seluruh proses yang terjadi pada tanaman dipengaruhi
oleh ada atau tidaknya air dalam tanaman baik dalam tanah ataupun

tanaman. Gejala kekeringan dapat terlihat jika 60% air di perakaran telah
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terpakai. Kondisi lingkungan yang berubah — ubah menyebabkan tanaman
harus beradaptasi dengan kondisi lingkungan yang baru sampai batas

toleransi tanaman (Gloria dkk., 2019).

Kekeringan adalah suatu peristiwa jika kurangnya ketersediaan air di dalam
tanah yang nantinya akan mengakibatkan kegagalan dalam berproduksi
suatu tanaman (Fatchul dkk., 2021). Cekaman kekeringan akan
mempengaruhi laju resprasi yang selanjutkan akan memperlambat
tumbuhnya daun sehingga akan menyebabkan tertutupnya stomata. Hal
tersebut terjadi karena akan mengakibatkan turunnya daya serap unsur hara
dan menyebabkan turunnya penyerapan CO, akibat stomata yang tertutup.
Laju fotosintesis juga akan terganggu dan asimilat yang dihasilkan akan
menurun (Song dan Banyo, 2011). Tanaman yang sudah mengalami
kekeringan akan mempengaruhi semua aspek pertumbuhan baik anatomi
maupun morfologi. Proses fisiologis dan biokimia ikut dalam pengaruhnya.
Pada proses fisiologis, analisis kandungan klorofil adalah salah satu cara
untuk mempelajari pengaruh kekeringan dengan pertumbuhan serta

berkaitan erat dengan laju fotosintesis (Li et al., 2006).

Kultur In Vitro

Keragaman jenis anggrek yang melimpah menjadikan Indonesia sebagai
negara penyimpan kekayaan plasma nutfah terbesar di dunia yakni dimana
23,07% spesies anggrek di dunia ada di Indonesia (Setia dkk., 2018). Akhir

— akhir ini permintaan pasar akan adanya bunga anggrek semakin besar,
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karena banyaknya kolektor anggrek dalam maupun luar negeri. Salah satu
jenis yang sangat diminati oleh pencinta anggrek yaitu Dendrobium sp.
Kelebihan yang dimiliki oleh anggrek tersebut yaitu bunga yang tahan lama,
bentuk dan warnanya sangat bervariasi dan mudah dibentuk (Tuhuteru dkk.,

2012).

Menurut data Pusdatin Kementan (2015) bahwa rata — rata pertumbuhan
sasaran produksi anggrek periode 2015 — 2019 lebih tinggi 0,93%
dibandingkan proyeksi produksinya dengan perbedaan produksi antar
keduanya per tahun berkisar antara 1.218.321 — 4.324.626 tangkai. Oleh
karena itu, dibutuhkan perbanyakan anggrek yang cepat tetapi tepat untuk
dapat tercapainya sasaran produksi anggrek tersebut. Salah satunya dengan
cara kultur in vitro. Kultur in vitro merupakan teknik yang digunakan untuk
memperbanyak tanaman dalam jumlah banyak dan hanya membutuhkan
waktu yang singkat. Keberhasilan teknik ini ditentukan oleh media
komposisi yang dimilikinya yaitu zat pengatur tumbuh yang ditambahkan,
eksplan beserta media yang sesuai, dan cara aklimatisasi yang tepat

(Ridhawati dkk., 2017).

Menurut Bakar dkk. (2015) pada anggrek Dendrobium sp. jika dilakukan
perbanyakan dengan cara kultur in vitro, salah satu faktor yang
mempengaruhi yaitu Zat Pengatur Tumbuh (ZPT). Contoh golongan ZPT
yang penting yaitu sitokinin dan auksin. ZPT dalam sitokinin dan auksin
tidak bekerja sendiri — sendiri, keduanya bekerja dalam mengarahkan

pertumbuhan dan pengembangan eksplan. Sitokinin akan merangsang
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pembelahan sel tanaman lalu berinteraksi dengan auksin untuk menentukan

arah diferensiasi sel.

Poly Ethylene Glycol (PEG)

Sebagai upaya untuk mendapatkan tanaman yang toleran dengan cekaman
kekeringan, tanaman perlu diberikan suatu larutan osmotik yang berfungsi
untuk mengontrol potensial air. Salah satu larutan osmotikum yang berperan
dalam mengontrol potensial air tersebut yaitu Poly Ethylene Glycol (PEG).
Besarnya potensial air sangat bergantung pada berat molekul PEG yang
digunakan (Fabrini dkk., 2015). PEG dengan berat molekul 6000 disarankan
karena mampu bekerja lebih baik dibandingkan dengan berat molekul

dengan nilai dibawahnya.

Menurut Widoretno dkk. (2003) PEG 6000 merupakan senyawa non ionik
yang stabil, larut dalam air dan dapat digunakan dalam bobot molekul yang
luas. Beberapa sifat dari PEG diantaranya yaitu larut dalam air, tidak
beracun, akan menjadi kental jika dilarutkan, berbentuk kristal putih, dan
digunakan untuk agen seleksi seperti gen toleran terhadap kekeringan
(Haris, 1997). PEG 6000 yang digunakan sebagai agen penyeleksi biasanya
dilakukan secara in vitro sehingga didapatkan varian yang toleran terhadap
cekaman kekeringan (Rai et al., 2011). Menurut Paletri dkk. (2019)
penggunaan PEG ini dipercaya mampu untuk mengontrol potensial air pada

tanaman. Berikut struktur bangun PEG 6000 disajikan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Struktur Poly Ethylen Glycol (PEG) 6000
(Leuner and Dressman, 2000).

Pemberian PEG di dalam media kultur dapat mempengaruhi pertumbuhan
tanaman, baik tinggi, jumlah daun, maupun jumlah tunas yang dihasilkan
(Hassanpanah, 2009). Selain itu, menurut penelitian Irawan dkk. (2015)
PEG 6000 secara signifikan mempengaruhi kandungan klorofil a, klorofil
b, dan klorofil total pada daun planlet pisang raja bulu (Musa paradisiaca L.

var sapientum).

Biosintesis Klorofil

Klorofil adalah media dalam fotosintesis. Klorofil tersebar dalam organ
daun. Fotosintesis memerlukan klorofil dan cahaya untuk dapat
menghasilkan energi. Hasil dari kedua tersebut berupa energi yang terbagi
atas karbohidrat dan oksigen (Song dan Banyo, 2011). Proses fotosintesis
memerlukan cahaya yang memiliki peran sangat penting. Adanya perbedaan
spektrum dari cahaya mempengaruhi laju fotosintesis. Laju fotosintesis ini
yang akan mempengaruhi biosintesis klorofil (Handoko dan Yunie, 2013).
Biosintesis klorofil terjadi pada membran tilakoid yang berupa klorofil a

dan b. Biosintesis klorofil b berasal dari klorofil a (Mauled dan Ainun,
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2015). Klorofil a dan klorofil b mempunyai peran dalam pigmen utama
fotosintesis sebagai penyerap cahaya merah, violet, dan biru serta
memantulkan cahaya hijau (Sumenda et al., 2011). Menurut Sumaryati et al.
(2011) rentang panjang gelombang pada kedua klorofil ini yaitu klorofil a
dengan rentang 400 nm — 490 nm sedangkan pada klorofil b yaitu 620 nm —

680 nm.

Karakter fisiologis kandungan klorofil adalah salah satu pendekatan
mempelajari pengaruh kurangnya air dalam pertumbuhan tanaman.
Kekurangan air akan menurunkan laju fotosintesis (Banyo dkk., 2013). Pada
proses fotosintesis, tumbuhan memanfaatkan cahaya matahari dengan
panjang gelombang 400 — 700 nm (Song dan Banyo, 2011). Menurut Ju dan
Zhang (1999) laju fotosintesis akan mengalami penurunan pada saat
tanaman tersebut mengalami cekaman kekeringan. Kekurangan air
mengakibatkan klorofil pada daun akan menurun. Tidak tersedianya air
untuk respon fisiologis menyebabkan klorofil yang seharusnya terbentuk
mengalami hambatan, turunnya enzim rubisco dan unsur hara yang

seharusnya terserap banyak menjadi sedikit (Song dan Banyo, 2011)

Indeks Stomata

Stomata adalah salah satu derivat epidermis yang terdiri dari sel penutup
dan sel tetangga. Tiap tanaman memiliki frekuensi stomata berbeda — beda.

Adanya perubahan jumlah stomata dan epidermis dilihat melalui indeks
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stomata. Indeks stomata merupakan perbandingan jumlah stomata dengan
jumlah total dari epidermis ditambah dengan stomata. Tiap satu stomata
dihitung sebagai satu sel. Indeks stomata ini menunjukkan tingkat kerapatan

stomata (Marantika dkk., 2021).

Indeks stomata dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti faktor
lingkungan yaitu ketersediaannya air, temperatur, konsentrasi CO, dan
tentunya intensitas cahaya. Jika intensitas cahaya yang diberikan pada
tanaman tinggi, maka banyaknya stomata pada tanaman juga semakin
meningkat, begitu sebaliknya (Kimball, 2006). Aktivitas fotosintesis sangat
bergantung pada membuka dan menutupnya stomata sebagaimana organ
fotosintesis yang berfungsi sebagai tempat respirasi dan transpirasi (Janne,

2008).

Kondisi lingkungan yang kurang air akan mempengaruhi nilai indeks
stomata. Daun yang tebal biasanya mengandung banyak stomata, hal ini
dikarenakan tersedianya cadangan air pada daun. Menurut Hidayati dkk.
(2017) bahwa ukuran dan kerapatan stomata sangat berkaitan dengan
ketahanan terhadap kekeringan. Tanaman yang mengalami cekaman
kekeringan, jumlah stomatanya mengalami penurunan agar pada saat
transpirasi tidak mengeluarkan air yang berlebih. Planlet yang tetap hidup
dalam kondisi kekeringan akan memiliki indeks stomata yang rendah.

Indeks stomata rendah menunjukkan bahwa tanaman tahan tehadap



kekeringan dibandingkan tanaman yang memiliki indeks stomata yang

tinggi.
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I1l. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan Januari sampai Maret 2022 di Ruang
Kultur In Vitro, Laboratorium Botani, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika

dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1 Alat

Alat — alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan petri,
alumunium foil, pinset, erlenmeyer berukuran 50 ml, botol kultur 150 ml,
mortar, pestle, sentrifuge yang digunakan untuk menghomogenkan
larutan, scalpel, mata pisau scalpel sebagai alat pemotong eksplan,
mikropipet, gelas ukur 100 ml dan 500 ml, tabung reaksi, rak tabung
reaksi, kertas saring, tisu, Autoklaf, Laminar Air Flow Cabinet (LAF),
mikroskop, spektrofotometri, timbangan analitik, waterbatt, kamera HP,

dan object glass.
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3.2.2 Bahan

Bahan — bahan yang digunakan adalah planlet anggrek Dendrobium sp.,
akuades, alkohol 70% untuk sterilisasi alat dan bahan, aseton 80%, Poly
Ethylene Glicol (PEG) 6000, cat kuku, bahan dasar Vacin dan Went
(VW) media yang digunakan untuk menanam eksplan, Benzine Amino
Purine (BAP), Kalium Hidroksida (KOH), Asam Klorida (HCI), sukrosa,
agar bacto, larutan stok organik meliputi sukrosa, asam amino, vitamin,

detergen, dan chlorox untuk sterilisasi eksplan.

3.3 Rancangan Percobaan

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan lima
ulangan dengan menggunakan faktor Poly Ethylene Glicol (PEG) 6000.
Konsentrasi PEG 6000 terdiri dari 5 taraf perlakuan yaitu 0%, 5%, 10%,
15%, dan 20%. Pada setiap botol terdiri dari 2 planlet anggrek Dendrobium
sp.. Tata letak percobaan notasi perlakuan dan ulangan disajikan pada Tabel

1 berikut.



Tabel 1. Notasi faktor perlakuan dan ulangan
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Konsentrasi PEG 6000 (%0)

Ulangan
0 10 20 30 40
1 KiUp K,U; KsU; K4U; KsU;
2 KiU, KU, KsU, KU, KsU,
3 KiU3 KoU3 KsU3 K4U3 KsUs3
4 K1U4 K2U4 K3U4 K4U4 K5U4
5 K1U5 K2U5 K3U5 K4U5 K5U5
Keterangan :
K, : Konsentrasi 0% (kontrol)
K, : Konsentrasi 5%
K; : Konsentrasi 10%
K4 : Konsentrasi 15%
Ks : Konsentrasi 20%
U; — Us: Ulangan 1 — ulangan 5
KsUs K4U4 K3Uj KsUs3 KiU;
KsU, KiU; KsU; KsU,4 K4Us
KoUq KsU; KsU,4 KiU3 KoUy
KsUs K4U3 Ki1Us KU, KiU4
KsU; KsU, KoUs KsU1 KoUs3

Gambar 3. Tata letak percobaan setelah pengacakan

Keterangan :

K, : Konsentrasi 0% (kontrol)
K, : Konsentrasi 5%

K, : Konsentrasi 10%

K4 : Konsentrasi 15%

Ks : Konsentrasi 20%

U; — Us: Ulangan 1 — ulangan 5
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3.4 Bagan Alir Penelitian

Alur dari penelitian ini terdiri dari beberapa tahapan, yaitu : 1) Planlet
Dendrobium sp. ditanam pada medium Vacin dan Went (VW) yang sudah
diberikan PEG 6000 sesuai dengan konsentrasi yang telah ditentukan, 2)
Kisaran konsentrasi PEG 6000 yang toleran ditentukan untuk seleksi planlet
Dendrobium sp. secara in vitro, 3) Karakter ekspresi yang spesifik dianalisis
pada planlet Dendrobium sp. yang mengalami resisten cekaman kekeringan
meliputi persentase jumlah planlet yang hidup, visualisasi anggrek, indeks
stomata, serta analisis kandungan klorofil. Pengamatan ini dilakukan setiap
hari dalam rentang waktu empat minggu. Tahap penelitian dalam bentuk

bagan seperti tercantum pada Gambar 4.



Perlakuan

<

Penanaman planlet
anggrek
Dendrobium sp.
pada media Vacin
dan Went (VW).

<

Seleksi planlet
anggrek
Dendrobium sp.
dengan PEG 6000
dengan berbagai
konsentrasi yang
telah ditentukan.

<

Karakterisasi
planlet meliputi
persentase jumlah
planlet yang hidup,
visualisasi anggrek,
indeks stomata, dan
analisis kandungan
Klorofil.

Indikator

<

Planlet anggrek
Dendrobium sp.
terus tumbuh.

<

Terjadinya
ketahanan
tanaman, tidak
menunjukkan
kelayuan.

<

=

Munculnya karakter
planlet anggrek
Dendrobium sp.

meliputi persentase

jumlah planlet yang
hidup, visualisasi
anggrek, indeks

stomata, dan analisis

kandunaan klorofil.

=

Gambar 4. Bagan alir penelitian
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Luaran

<

Planlet anggrek
Dendrobium sp.
berjumlah banyak
untuk stok
pengujian.

<~

Terbentuknya
ketahanan pada
planlet anggrek
Dendrobium sp.

hasil seleksi PEG
6000.

<

Terdapat sifat
spesifik anggrek
Dendrobium sp.

meliputi persentase
jumlah planlet yang
hidup, visualisasi
anggrek, indeks
stomata, dan analisis
kandungan klorofil.
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3.5 Pelaksanaan

Pelaksanaan penelitian meliputi beberapa tahapan sebagai berikut.

3.5.1

3.5.2

Sterilisasi Alat

Alat — alat yang akan digunakan seperti alat gelas, scalpel, mata scalpel,
dan pinset dicuci dengan menggunakan detergen lalu dibilas dengan
menggunakan air mengalir sampai bersih. Alat yang berbahan gelas
dibungkus menggunakan plastik, alat logam dan cawan petri dibungkus
dengan menggunakan kertas. Setelah dibungkus, alat tersebut
dimasukkan ke dalam autoklaf dengan suhu 121°C dengan tekanan 1 atm

selama 30 menit.

Persiapan Medium Tanam

Medium tanam yang digunakan dalam penelitian ini adalah media Vacin
and Went (VW) padat. Media VW dibuat sebanyak 1 liter dengan cara
larutan stok dimasukkan ke dalam labu ukur 1 liter. Lalu akuades
dimasukkan ke dalam labu ukur sampai tanda tera dan diatur pHnya

sampai 5,5 dengan penambahan senyawa HCI 1N atau NaOH 1N.

Larutan tersebut diletakkan ke dalam wadah yang lebih besar lalu di
campur dengan agar — agar 7 g/l, sukrosa 30 g/l, dan PPM 0,5 ml/I.
Larutan media tersebut dihomogenkan sampai tercampur dan tidak ada
yang menggumpal. ZPT ditambahkan pada saat medium telah diangkat.
Medium tersebut dituangkan ke dalam botol kultur sebanyak 20 ml/botol.

Setelah itu botol kultur yang telah berisi medium disterilkan
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menggunakan autoklaf suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 15

menit (Nurcahyani, 2013).

Persiapan Medium Seleksi

PEG 6000 sebelum digunakan dilarutkan terlebih dahulu dengan akuades
berdasarkan konsentrasi yang akan dibuat. Selanjutnya disaring
menggunakan kertas saring sebanyak 2 kali. Penyaringan ini dilakukan
secara steril di LAF Cabinet. Setelah itu PEG 6000 dimasukkan pada
medium VW yang telah dicairkan lalu dihomogenkan keduanya. Medium
tersebut diinkubasi terlebih dahulu dengan suhu kamar (27 °C) selama 7
hari. Hal ini dikarenakan untuk memastikan bahwa PEG 6000 tersaring
dengan baik. Jika dalam 7 hari tersebut medium tidak kontaminan, maka

medium tersebut dapat digunakan (Nurcahyani, 2013 yang dimodifikasi).

Penanaman Eksplan

Planlet Dendrobium sp. ditanam pada masing-masing botol kultur yang
berisi medium VW yang mengandung PEG 6000 dengan berbagai
konsentrasi. Masing— masing perlakuan dilakukan ulangan sebanyak 5
kali dan setiap ulangan terdiri dari 1 eksplan pada setiap botol kultur.
Setelah itu diinkubasi pada ruangan dengan penyinaran £1000 lux, suhu

20 °C selama 24 jam per hari.

Pengamatan

Karakter ekspresi spesifik yang diamati meliputi persentase jumlah

planlet yang hidup, visualisasi anggrek, indeks stomata, dan analisis



23

kandungan klorofil. Pengamatan dilakukan pada akhir minggu ke-4 untuk

mengetahui karakterisasi planlet anggrek Dendrobium sp. dengan

parameter sebagai berikut.

a.

C.

Persentase Jumlah Planlet yang Hidup
Menurut Nurcahyani dkk. (2014) perhitungan jumlah planlet yang
hidup anggrek Dendrobium sp. dengan menggunakan rumus sebagai

berikut.

Jumlah planlet yang hidup

X100
Jumlah seluruh planlet v

Visualisasi Planlet

Visualisasi planlet meliputi warna planlet dengan klasifikasi sebagai
berikut: hijau, hijau dengan beberapa bagian tertentu berwarna
cokelat dan cokelat (Nurcahyani, 2012). Data visualisasi planlet
disajikan dalam bentuk presentase, yang dihitung dengan rumus

yaitu:

Jumlah Planlet Berwarna Hijau /Hijau Cokelat/Cokelat

X 100%

Jumlah Planlet Keseluruhan

Analisis Kandungan Klorofil
Bahan yang digunakan untuk analisis klorofil yaitu daun planlet

anggrek Dendrobium sp. yang telah diseleksi dengan PEG 6000,
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menggunakan metode Miazek (2002) dengan spektrofotometer.
Daun planlet anggrek Dendrobium sp. yang telah ditimbang
sebanyak 0,1 gram dihilangkan ibu tulang daunnya. Lalu digerus
dengan menggunakan mortar dan pestle serta ditambah 10 ml aseton
80%. Setelah itu disaring dengan menggunakan kertas Whatman No.
1 dan dimasukkan ke dalam flakon, lalu ditutup dengan rapat.
Larutan sampel dan larutan standar (aseton 80%) diambil sebanyak 1
ml, lalu dimasukkan dalam kuvet. Kemudian dilakukan pembacaan
serapan dengan spektrofotometer UV pada panjang gelombang (1)
646 nm dan 663 nm, dengan tiga kali ulangan tiap sampel. Kadar
klorofil dihitung dengan menggunakan rumus menurut Miazek and

Ledakowicz (2013) sebagai berikut.

Klorofil a = 12,21 X Agsz — 2,81 X Agse Mg/l
Klorofil b = 20,13 X Agss— 5,03 X Agsz mg/l

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

Keterangan :

Ags3  : Absorbansi pada panjang gelombang 663 nm
Agis  : Absorbansi pada panjang gelombang 646 nm

Indeks Stomata

Bagian bawah daun planlet anggrek Dendrobium sp. diberi cat kuku
lalu dikeringkan. Daun yang sudah kering kemudian ditarik sehingga
lapisan permukaan daun yang menempel pada cat kuku akan terekat
pada isolasi. Lalu isolasi direkatkan pada kaca preparat dan diamati

dibawah mikroskop dengan perbesaran 40 x10 (Sari dan Harlita,
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2018). Indeks stomata ditentukan berdasarkan rumus Janne (2008)

berikut.

k)

| =—x100

E+S
Keterangan :
| : Indeks stomata

S : Jumlah stomata
E : Jumlah sel epidermis

e. Analisis Data

Data yang diperoleh dari pertumbuhan planlet anggrek Dendrobium
sp. selama seleksi dengan PEG 6000 berupa data kualitatif dan
kuantitatif. Pada data kualitatif disajikan dalam bentuk deskriptif
komparatif dengan foto. Data kuantitatif dari setiap parameter
dihomogenkan terlebih dahulu dengan uji levene pada taraf nyata 5%
lalu dilanjutkan dengan analisis Anova One Way pada taraf nyata
5%. Setelah itu, 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 didapatkan

kesimpulan sebagai berikut.

1. Konsentrasi PEG 6000 yang toleran terhadap cekaman kekeringan untuk
seleksi planlet anggrek Dendrobium sp. adalah konsentrasi 20%.

2. Semakin besar konsentrasi PEG 6000 maka kandungan klorofil a, b, dan
total serta indeks stomata pada planlet anggrek Dendrobium sp. akan

semakin menurun.

5.2 Saran

Perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut terhadap planlet Dendrobium sp.
dengan karakter spesifik lainnya seperti kandungan karbohidrat dan analisis

molekular.
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