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ABSTRAK 

KARAKTER EKSPRESI SPESIFIK PLANLET ANGGREK BULAN 

[Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.] HASIL SELEKSI IN VITRO YANG 

DIINDUKSI LARUTAN ATONIK DALAM PEG 6000 

 

 

Oleh  

SUCI MIFTAHURIZQI 

 

Anggrek bulan merupakan anggrek asli Indonesia yang masuk daftar terancam 

punah. Kendala dalam budidaya anggrek adalah kurangnya ketersediaan air. 

Kondisi tersebut akan menghambat proses sintesis hormon endogen sehingga 

mengakibatkan penurunan produktivitas. Alternatif untuk mengatasi cekaman 

kekeringan salah satunya yaitu dengan menggunakan varietas yang tahan melalui 

teknik in vitro dengan memberikan agen penyeleksi. Poly Ethylene Glycol (PEG) 

merupakan agen penyeleksi dan atonik merupakan ZPT golongan auksin eksogen 

yang berfungsi merangsang proses pertumbuhan. Tujuan penelitian ini untuk 

mendapatkan konsentrasi terbaik antara PEG 6000 dan larutan atonik terhadap 
cekaman kekeringan dan analisis karakter ekspresi spesifik. Penelitian dilakukan 

Januari-Maret 2022  di Ruang Kultur In Vitro, Laboratorium Botani, Jurusan 

Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. 

Rancangan penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dua faktor. 

Perlakuan yang dilakukan yaitu planlet direndam pada larurtan atonik dengan 

masing-masing konsentrasi 0 mL/L, 5 mL/L, dan 10 mL/L selama 1 menit 

kemudian ditanam pada medium yang telah ditambahkan PEG 6000 dengan 

konsentrasi 0%, 15%, dan 30%. Data dianalisis menggunakan analisis ragam 

(ANOVA) dan uji lanjut BNT pada taraf nyata 5%. Hasil penelitian menunjukan 

bahwa terdapat interaksi antara PEG 6000 dengan konsentrasi 30% dan larutan 

atonik 0 mL/L terhadap cekaman kekeringan. Larutan atonik yang optimum yaitu 

0 mL/L. Konsentrasi PEG 6000 toleran yaitu pada konsentrasi 30%. Pada 

konsentrasi PEG 6000 30%  dan atonik 0 mL/L menunjukan bahwa planlet yang 

resisten tetap berwarna hijau saat terjadi cekaman kekeringan, kandungan 

karbohidrat total lebih tinggi dari perlakuan lain dan Indeks stomata lebih rendah 

dari perlakuan lain  

Kata kunci :  Atonik, Cekaman Kekeringan, PEG 6000, dan Phalaenopsis 

amabilis 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang dan Masalah  

Anggrek merupakan tanaman berbunga yang memiliki nilai ekonomi cukup 

tinggi dan harganya relatif stabil, dengan warna, bentuk, dan ukuran bunga 

yang beragam, sehingga menciptakan daya tarik tersendiri bagi para pecinta 

anggrek (Djatnika, 2012).  Jenis anggrek yang banyak diminati oleh 

masyarakat Indonesia adalah anggrek bulan. Anggrek bulan [P. amabilis 

(L.) Bl.] mampu mekar dan bertahan segar dua sampai empat bulan (Iryani 

dkk., 2020). 

Anggrek bulan [P. amabilis (L.) Bl.]   merupakan anggrek asli Indonesia 

yang masuk ke dalam daftar terancam punah, selain itu anggrek bulan juga 

ditetapkan sebagai salah satu dari tiga bunga nasional yang dikenal sebagai 

puspa pesona melalui Keputusan Presiden Nomor. 4/1993 selain bunga 

melati (Jasminum sambac L.) sebagai puspa bangsa, dan bunga padma 

raksasa (Rafflesia arnoldii R. Br.) sebagai puspa langka.  

Produksi anggrek bulan di Indonesia masih  sangat tertinggal jika 

dibandingkan dengan negara-negara lain. Kendala yang dihadapi oleh 

petani anggrek dalam budidaya anggrek adalah kurangnya ketersediaan air 

yang cukup. Terbatasnya ketersediaan air pada lingkungan tumbuhan 

(medium tanam) disebut dengan cekaman kekeringan. Cekaman kekeringan 

mengakibatkan penurunan produktivitas pada tanaman ditandai dengan 

melambatnya pertambahan luas daun serta berpengaruh pada stomata 

ataupun fotosintesis pada daun. Kekeringan hampir selalu terjadi pada 
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setiap tahun di Indonesia, sehingga menjadi faktor pembatas utama bagi 

pertumbuhan tanaman (Ai et al., 2006).   

Salah satu alternatif untuk mengatasi cekaman kekeringan pada tanaman 

secara efektif dan efisien yaitu dengan menggunakan varietas yang tahan. 

Teknik in vitro merupakan suatu cara untuk mendapatkan bibit varietas 

yang tahan terhadap kekeringan dengan memberikan agen penyeleksi 

kedalam medium tanam (Muliani dkk., 2014). Agen penyeleksi digunakan 

untuk mengidentifikasi variasi somaklonal yang mampu bertahan pada 

kondisi tertentu. Untuk mendapatkan planlet yang tahan terhadap cekaman 

kekeringan dilakukan dengan menginduksi PEG sebagai agen penyeleksi 

dengan berat molekul lebih dari 4000 pada medium seleksi in vitro (Ashari 

dkk., 2018; Rosyalina dkk., 2018).  

Poly Ethylene Glycol (PEG) merupakan suatu senyawa kimia yang mampu 

menurunkan pontensial osmotik dengan mengikat molekul air 

menggunakan ikatan hidrogen akibat adanya aktivitas matriks sub unit 

etilen oksida sehingga berfungsi sebagai kondisi selektif untuk melihat 

respon jaringan yang ditanam dan mengisolasi varian yang mempunyai 

fenotip toleran terhadap cekaman kekeringan.  

Pada saat terjadi kekeringan proses sintesis hormon endogen berlangsung 

secara lambat sehingga diperlukan hormon eksogen untuk membantu 

proses pertumbuhan suatu tanaman. Salah satu faktor untuk menunjang 

produktivitas anggrek bulan dapat dilakukan dengan menambahkan Zat 

Pengatur Tumbuh (ZPT). Dalam kultur in vitro ZPT yang dibutuhkan 

terdiri dari dua golongan yaitu auksin dan sitokinin (Karjadi dan Buchory, 

2008). Auksin mampu menunjang pertumbuhan akar, sementara sitokinin 

mampu menunjang pertumbuhan tunas. Salah satu respon tanaman ketika 

menghadapi cekaman kekeringan yaitu dengan memperdalam sistem 

perakaran  untuk mencari sumber air (Sujinah dan Jamil, 2015) 

Atonik merupakan ZPT golongan auksin. Penambahan auksin eksogen 

akan meningkatkan kemampuan tanaman untuk tumbuh. Hal ini 
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dikarenakan auksin eksogen akan meningkatkan aktifitas auksin endogen 

yang sudah ada pada tanaman sehingga proses pembelahan sel dan 

pembentukan organ tanaman lebih cepat (Darlina dkk., 2016). Atonik 

memiliki fungsi merangsang proses fisiologis dan metabolisme seperti 

mempercepat perkembangan sel, dan meningkatkan perkecambahan benih 

selain itu, atonik juga dapat meningkatkan toleransi perakaran dan 

pertumbuhan tanaman terhadap kekeringan (Gornik et al., 2007).  

Berdasarkan penelitian (Anada dkk., 2011) kadar atonik 1 mL/L mampu 

meningkatkan penyerapan unsur hara melalui akar. Kombinasi atonik dan 

PEG juga pernah dilakukan oleh (Paletri dkk., 2019) pada anggrek Cattleya 

sp. dengan konsentrasi  PEG 0%, 20% dan 25% dan larutan atonik 2 mL/L 

dan 3 mL/L. PEG memiliki peran sebagai agen penyeleksi dan atonik 

mampu menstimulus pertumbuhan akar pada saat terjadi cekaman 

kekeringan. Penggunaan PEG 6000 dan larutan atonik diduga  mampu 

menghasilkan varietas P. amabilis yang tahan terhadap cekaman 

kekeringan. Oleh sebab itu, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk 

mendapatkan kombinasi konsentrasi terbaik antara PEG 6000 dan larutan 

atonik terhadap karakter ekspresi spesifik planlet anggrek bulan hasil 

seleksi in vitro.   

1.2 Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk:  

1. Mengetahui konsentrasi interaksi antara larutan atonik dengan PEG 

6000 pada setiap karakter ekspresi spesifik planlet anggrek bulan  

2. Mengetahui konsentrasi larutan atonik yang optimum untuk 

pertumbuhan planlet P. amabilis terhadap cekaman kekeringan secara 

in vitro.  

3. Mengetahui konsentrasi PEG 6000 yang toleran untuk pertumbuhan 

planlet P. amabilis terhadap cekaman kekeringan secara in vitro.  

4. Mengetahui ekspresi karakter spesifik planlet P. amabilis yang 

mengalami cekaman kekeringan berdasarkan visualisasi planlet, 

kandungan karbohidrat, dan indeks stomata.  
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1.3 Manfaat Penelitian  

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah 

mengenai kombinasi penggunaan larutan atonik dan PEG 6000 untuk 

mendapatkan planlet anggrek bulan yang resisten terhadap cekaman 

kekeringan sehingga memberikan kontribusi bagi pengembangan ilmu 

pengetahuan terutama dibidang pemuliaan tanaman, dan ilmu terapan yang 

terkait. 

  

1.4 Kerangka Berpikir 

 

Anggrek bulan merupakan jenis tanaman berbunga yang banyak diminati 

karena memiliki warna dan bentuk yang indah. Selain itu anggrek bulan 

juga termasuk dalam bunga nasional yang dikenal sebagai puspa pesona. 

Dalam budidaya anggrek terdapat beberapa kendala diantaranya tidak dapat 

tahan terhadap cekaman kekeringan. Cekaman kekeringan mengakibatkan 

penurunan produktivitas anggrek bulan.  

 

Seleksi kultur in vitro  merupakan cara untuk mendapatkan varietas genotip 

yang tahan terhadap cekaman kekeringan dengan memberikan agen 

penyeleksi. Agen penyeleksi digunakan untuk mengidentifikasi variasi 

somaklonal terhadap suatu kondisi lingkungan. Induksi PEG 6000 sebagai 

agen penyeleksi pada medium kultur yang mampu menurunkan potensial 

air (Badami dan Amzeri, 2010).   

Seleksi in vitro dengan induksi PEG 6000 telah diteliti dalam menghasilkan 

tanaman tahan terhadap cekaman kekeringan diantaranya tanaman padi 

hibrida menggunakan konsenterasi PEG 5%, 10%, 15%, 20% dan 25% 

(Afa dkk., 2012); tanaman tomat dengan konsenterasi PEG 5%, 10%, 15% 

20% (Harahap et al., 2013); planlet jeruk keprok batu 55 (Citrus reticulata 

Blanco var. crenatifolia) pada kombinasi atonik 1mL/L, PEG 3% (Ashari 

dkk., 2018) dan planlet jeruk siam pontianak (Citrus Nobilis Lour. var. 
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microcarpa Hassk.) pada kombinasi atonik 3 mL/L dan PEG 4% 

(Rosyalina dkk., 2018).  

Tanaman yang mengalami cekaman kekeringan akan mengalami proses 

sintesis hormon endogen secara lambat sehingga diperlukan hormon 

eksogen untuk membantu proses pertumbuhan. Hormon eksogen dapat 

diperoleh dengan penambahan ZPT pada medium kultur yang mampu 

menunjang produktivitas tanaman. Pada saat terjadi kekeringan tanaman 

akan merespon dengan memperdalam system perakaran sehingga 

diperlukan ZPT yang mampu mempercepat proses pertumbuhan akar. 

Atonik merupakan golongan auksin eksogen yang mampu merangsang dan 

mempercepat petumbuhan akar. Penggunaan PEG 6000 sebagai agen 

penyeleksi dan larutan atonik sebagai penstimulus pertumbuhan akar 

diduga mampu menghasilkan varietas yang tahan terhadp cekaman 

kekeringan.  

 

Setelah didapatkan planlet P. amabilis yang mampu tumbuh pada medium 

yang ditambahkan PEG 6000 dan diinduksi larutan atonik dilakukan 

karakterisasi dengan menganalisis persentase jumlah planlet hidup, 

visualisasi planlet, kandungan karbohidrat, dan  indeks stomata. 

 

1.5 Hipotesis 

 

Hipotesis pada penelitian ini adalah: 

1. Terdapat konsentrasi interaksi antara larutan atonik dengan PEG 6000 

pada setiap karakter ekspresi spesifik planlet anggrek bulan.  

2. Terdapat konsentrasi larutan atonik yang optimum untuk seleksi planlet 

P. amabilis terhadap cekaman kekeringan secara in vitro. 

3. Terdapat konsentrasi tertinggi PEG 6000 yang toleran untuk seleksi 

planlet P. amabilis yang resisten terhadap cekaman kekeringan secara 

in vitro. 
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4. Adanya karakter ekspresi spesifik pada planlet P. amabilis yang 

mengalami cekaman kekeringan meliputi visualisasi planlet, kandungan 

karbohidrat, dan indeks stomata.  
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Tanaman Anggrek Bulan [Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.] 

Anggrek bulan merupakan jenis tanaman berbunga yang banyak diminati 

oleh masyarakat Indonesia karena pesonanya yang sangat menarik dan 

biasa dimanfaatkan sebagai bunga potong maupun tanaman hias baik di 

rumah atau ditaman. Anggrek bulan tersebar di Pulau Jawa dan Sumatera. 

Anggrek bulan memiliki variasi warna yang beragam, bentuk yang lebih 

besar dan jika dibandingkan dengan anggrek jenis lain, anggrek bulan 

memiliki waktu mekar yang lebih lama (Fauziah dkk., 2014).  Morfologi 

bunga [Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.] disajikan pada Gambar 1.  

 

 

Gambar 1. Morfologi Bunga [Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.] 

Sumber: Orchidspecies.com, 2021 
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Klasifikasi anggrek dalam sistem klasifikasi Cronquist (1981) adalah 

sebagai berikut:  

Divisi : Magnoliophyta  

Kelas : Liliopsida  

Bangsa : Orchidiales  

Suku :  Orchidaceae  

Marga : Phalaenopsis  

Jenis : Phalaenopsis amabilis (L.) Blume 

 

Anggrek bulan [Phalaenopsis amabilis (L.) Bl.] memiliki bunga berwarna 

putih dengan tambahan variasi warna kuning sedikit dan di bibir bunga 

terdapat bintik kemerahan. Bunga anggrek bulan muncul dari ketiak daun, 

tersusun secara majemuk dan simetri bilateral. Kelopak bunga anggrek 

memiliki helaian berwarna mirip dengan mahkota bunga. Satu helai 

mahkota bunga termodifikasi membentuk seperti lidah yang berfungsi 

melindungi suatu struktur aksesoris yang membawa benang sari dan putik. 

Tangkai benang sari sangat pendek dengan berbentuk cakram kecil pada 

kepala sari dan terlindungi oleh struktur kecil yang harus dibuka oleh 

serangga penyerbuk dan membawa serbuk sari ke putik. Anggrek bulan 

memiliki 2 macam akar yaitu akar lekat dan akar udara, akar lekat berfungsi 

untuk melekat, menopang keseluruhan tanaman agar tetap kokoh dan dapat 

menyerap air serta nutrisi, akar udara berfungsi untuk menyerap nutrisi 

dalam bentuk uap air dan gas (Binawati, 2012).  

Tipe percabangan P.amabilis yaitu  monopodial dimana bagian ujung 

batang akan tumbuh tidak terbatas. Percabangan monopodial merupakan 

kebalikan dari karakter simpodial. Perakaran P. amabilis tergolong aerial, 

yang keluar dari bagian bawah pangkal batang (Arobaya, 2022).                                 

P. amabilis termasuk jenis anggrek epifit yang menempelkan bagian 

tubuhnya pada media tanam lain namun tidak merugikan tanaman yang 

ditumpanginya P amabilis memiliki lapisan velamen yang berfungsi dalam 

penyerapan air (Putra, 2009).  
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2.2 Sejarah Anggrek Bulan 

Anggrek bulan memiliki nama latin Phalaenopsis yang berasal dari bahasa 

Yunani yang artinya “Ngengat atau Kupu-Kupu” dan Opsis yang artinya 

“menyerupai atau berbentuk”. Jika dalam bahasa Inggris dikenal dengan 

sebutan Moth Orchid (Puspitaningtyas dan Mursidawati, 2010) 

Anggrek bulan ditemukan pada abad ke-17. Orang yang pertama kali 

menemukan spesies anggrek bulan di Ambon pada tahun 1750 adalah 

Rumphius, kemudian ia memberinya nama Epidendrum albummajus. Pada 

tahun 1973, Linnaeus memberi nama Epidendrum amabila pada spesies 

anggrek bulan di Nusakambangan, kemudian diberi nama Phalaenopsis 

amabilis. Sejak saat itu anggrek bulan dikategorikan dalam genus 

Phalaenopsis (Rukmana, 2008). 

 

2.3 Syarat Tumbuh 

Tanaman anggrek dapat ditemui hampir di seluruh dunia, kecuali Antartika 

dan padang pasir. Tanaman anggrek memiliki jumlah yang sangat banyak,  

secara morfologi hampir mirip hanya lingkungan hidupnya saja yang 

berbeda tergantung habitat asalnya (Gunawan, 2007). Anggrek bulan dapat 

hidup pada kondisi wilayah yang lembab dan teduh, dengan ketinggian 50-

600 mdpl dan dapat berkembang secara optimal pada ketinggian 700-1.100 

mdpl. Anggrek bulan membutuhkan sedikit cahaya matahari (12.000-20.000 

lux).  Anggrek bulan tidak tahan terhadap cahaya matahari langsung. 

Kelembaan rata-rata yang diperlukan berkisar 70-80% suhu udara dibawah 

29℃ (Puspitaningtyas dan Mursidawati, 2010) Anggrek bulan tidak 

membutuhkan air dalam jumlah yang banyak, namun juga tidak terlalu 

sedikit. Pemberian air yang berlebihan sering kali merugikan anggrek, 

sehingga kebutuhan air harus disesuaikan dengan jenis anggrek. 

(Damayanti, 2011) 
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2.4 Cekaman Kekeringan 

Cekaman kekeringan merupakan suatu keadaan dimana kadar air tanah 

berada pada batas minimum untuk pertumbuhan dan produksi tanaman. 

Pada stadia vegetatif kondisi tersebut dapat menurunkan luas daun dan 

menghambat pertambahan tinggi tanaman. Kondisi berkurangnya air di 

daerah perakaran berakibat pada aktivitas fisiologis tanaman (Khaerana et 

al., 2008). Untuk menunjang pertumbuhan suatu tanaman yang baik 

diperlukan ketersediaan air yang cukup. Tanaman dapat melakukan 

mekanisme fisiologis dan morfologis pada saat kondisi cekaman 

kekeringan. Tanaman akan memanjangkan akar untuk mencari sumber air 

yang berada di dalam tanah. (Djazuli, 2010). Musim kemarau yang 

berkepanjangan berpangaruh pada tanaman sehingga pertumbuhan tanaman 

mengalami stagnasi (berhenti tumbuh) hal ini terjadi akibat dari respon 

tanaman terhadap cekaman kekeringan. Tanaman akan memanjangkan akar 

untuk mendapatkan air untuk diserap, mengecilkan permukaan daun untuk 

mengurangi respirasi, dan beberapa tanaman menggugurkan daunya. 

Cekaman kekeringan di pengaruhi oleh 2 faktor yaitu laju evaporasi yang 

lebih tinggi dari pada proses absorbsi air tanah dan ketersediaan air di 

perakaran mulai berkurang sehingga akar akan memanjang untuk 

mendapatkan air (Lapanjang dkk., 2008) 

 

2.5 Poly Ethylene Glycol (PEG) 

Poly Ethylene Glycol (PEG) merupakan senyawa yang stabil, larut dalam air 

dan dapat digunakan dalam sebaran bobot molekul yang luas. Sifatnya yang 

larut dalam air dapat menurunkan potensial air secara homogen. Bobot 

molekul PEG lebih dari 4000 mampu menginduksi stres air pada tanaman 

dengan mengurangi potensial air pada medium tanpa menyebabkan 

keracunan (Sutjahjo dkk, 2007). Poly Ethylene Glycol (PEG) mampu 

menurunkan potensial osmotik larutan melalui aktivitas matriks sub-unit 

etilena oksida kemudian  mengikat molekul air dengan ikatan hidrogen 

(Rahayu et al., 2005). 
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PEG mampu menurunkan potensial air secara homogen sehingga dapat 

digunakan untuk meniru besarnya potensial air tanah. Penggunaan PEG 

pada tanaman perlu diperhatikan kadar optimalnya tergantung dari beberapa 

faktor seperti berat molekulnya, macam tanaman, kondisi ruang yang 

digunakan untuk inkubasi, temperatur, cahaya, besar kadar PEG yang 

dipakai dan lain-lain. Berdasarkan berat molekul pemakaian PEG 6000 bisa 

lebih efektif digunakan jika kadar keencerannya ditingkatkan (Gunawan dan 

Azhari 2010). Struktur PEG memiliki bentuk padat dengan warna putih, 

suhu lebur  55 -63   Berat molekul 6000-7000. (Gunawan dan Azhari, 

2010). PEG memiliki kelarutan 500 gram/l. Berikut struktur Poly Ethylene 

Glycol (PEG) disajikan pada Gambar 2.  

 

 

Gambar 2. Struktur Poly Ethylene Glycol (PEG)  

 

2.6 Atonik 

Atonik memiliki sifat mudah diserap tanaman, mempercepat perkembangan 

sel, dan meningkatkan produksi tanaman. Atonik berbentuk cairan berwanra 

kuning kecokelatan. Atonik mempercepat proses pertumbuhan tanaman 

yang direspon melalui akar. Jumlah dan panjang akar dipengaruhi oleh 

pembentukan sel akar. Sistem perakaran yang baik akan menjamin 

pertumbuhan fungsinya untuk menyerap air, mineral, dan unsur hara (Anada 

dkk., 2011). Konsentrasi larutan atonik yang optimum untuk pertumbuhan 

anggrek Cattleya (Cattleya sp.) yang resisten terhadap cekaman kekeringan 

secara in vitro adalah 2 mL/L (Paletri dkk., 2019).  
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2.7 Kultur In Vitro 

Teknik kultur in vitro merupakan proses induksi kalus yang bersifat 

embrionik, kultur jaringan didasarkan pada prinsip totipotensi sel yaitu 

setiap sel atau jaringan tumbuhan yang diambil dari bagian manapun akan 

tumbuh menjadi tumbuhan sempurna jika berada pada medium yang tepat 

(Bustami, 2011). Hasil regenerasi jaringan pada kultur jaringan secara in 

vitro memiliki fenotip yang toleran terhadap kondisi seleksi. Seleksi in vitro 

lebih efektif dan efisien. Hal tersebut karena kondisi seleksi dapat dibuat 

secara homogen, tempat yang dibutuhkan sedikit. Oleh karena itu, seleksi in 

vitro merupakan alternatif teknologi yang efektif untuk menghasilkan 

individu dengan karakter yang spesifik (Kadir, 2007). Dalam proses teknik 

kultur jaringan secara in vitro, tanaman yang dikembangkan akan 

dipengaruhi oleh beberapa faktor lingkungan seperti pH, kelembapan, 

cahaya, dan temperatur. Faktor lingkungan tersebut berpengaruh terhadap 

proses diferensiasi dan pertumbuhan sel (Nugroho, 2010)  

 

2.8 Kandungan Karbohidrat 

Karbohidrat merupakan salah satu senyawa yang terkandung dalam jaringan 

tanaman terutama pada bagian biji dan daun. Senyawa karbohidrat berperan 

penting bagi pertumbuhan tanaman. Jika karbohidrat tidak ada maka 

tanaman tidak akan mampu tumbuh, berkembang, dan melakukan proses 

fisiologis secara normal akibat dari kurangya energi yang bersumber dari 

karbohidrat. Tanaman akan mengurangi penggunaan karbohidrat pada saat 

terjadinya cekaman kekeringan, hal ini bertujuan untuk mempertahankan 

proses metabolisme (Liu et al., 2007). Salah satu parameter yang dapat 

digunakan dalam cekaman kekeringan yaitu kandungan karbohidrat terlarut 

total. Kandungan karbohidrat berperan untuk mengatur tekanan potensial air 

pada cekaman kekeringan. Penelitian mengenai kandungan karbohidrat 

terlarut total pernah dilakukan pada Buncis (Nurcahyani dkk., 2019a), 

kacang panjang (Nurcahyani dkk., 2019b) yang tercekam kekeringan secara 

in vitro. 
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2.9 Stomata 

Respon pertama tanaman ketika berada pada kondisi kurangnya 

ketersediaan air ialah dengan cara menutup stomata (Anggraini dkk., 2015). 

Stomata pada anggrek memiliki ukuran yang relatif kecil (Haryanti, 2010). 

Jika dibandingkan dengan anggrek kalajengking dan vanili, anggrek bulan 

memiliki stomata paling sedikit (Rompas dkk., 2011). Banyaknya air yang 

masuk ke sel penjaga akan mempengaruhi tekanan turgor. Tekanan turgor 

akan menentukan terbuka dan menutupnya stomata (Lakitan, 2012). 

Stomata yang menutup atau menyempit mempengaruhi proses fotosintesis, 

hal tersebut mengakibatkan penghambatan transportasi air pada tanaman 

dan menurunnya aliran karbondioksida pada daun (Zlatev dan Lidon, 2012).  

Kondisi cekaman kekeringan mempengaruhi distribusi air ke sel penjaga.  

Dimana  terjadi penurunan tekanan turgor yang berdampak pada 

menutupnya stomata dan penurunan proses transpirasi. Hal ini juga terjadi 

pada jagung (Zea mays L.) transpirasi tanaman jagung pada kondisi 

kekeringan akan lebih rendah jika dibandingkan dengan kondisi cukup air. 

(Zhu et al., 2012). 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat  

 

Penelitian dilaksanakan dari bulan Januari 2022- Maret 2022 di Ruang 

Laboratorium Kultur In Vitro, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan 

Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.  

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

a. Alat-alat  

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah autoclave, laminar 

air flow (LAF), pinset, scalpel, mata pisau scalpel alat pemotong eksplan, 

erlenmeyer berukuran 50 ml, cawan petri, corong, botol kultur berukuran 

250 ml digunakan untuk tempat penanaman eksplan, gelas ukur bevolume 

100 ml, beaker glass bervolume 500 ml, mikroskop, mikropipet, pipet tip, 

spektrofotometri, tabung reaksi, rak tabung reaksi, spatula, batang 

pengaduk, timbangan analitik, waterbatt, dan kamera.   

 

b. Bahan-bahan 

Bahan- bahan yang digunakan adalah planlet anggrek bulan yang 

diperoleh dari koleksi Laboratorium Kultur In Vitro, Jurusan Biologi, 

alumunium foil, alkohol 70% untuk sterilisasi alat dan bahan, akuades, 

kertas saring, karet gelang, plastik tahan panas, kertas tisu, kertas label, 

PEG 6000, atonik, bahan dasar Vacin dan Went (VW) medium  yang 

digunakan untuk penanaman eksplan, sukrosa, Kalium Hidroksida (KOH), 



15  

Plant Preservative Mixture (PPM), Asam Klorida, agar bakto, detergen, 

dan arang aktif.  

3.3 Rancangan Percobaan 

Rancangan penelitian ini disusun dengan pola dasar Rancangan Acak 

Lengkap (RAL) dengan dua faktor . Faktor A larutan atonik yang terdiri 

dari 3 taraf perlakuan yaitu  0 mL/L (A1), 5 mL/L (A2), dan 10 mL/L 

(A3). Faktor B konsentrasi PEG 6000 yang terdiri atas 3 taraf perlakuan 

yaitu 0% (B1), 15% (B2), 30% (B3). Masing-masing unit perlakuan 

diulang 3 kali dan setiap ulangan terdiri dari 1 planlet anggrek bulan. 

Notasi perlakuan dan ulangan disajikan pada Tabel 1 dan  tata letak 

percobaan disajikan pada Tabel 2.   

 

Tabel 1. Notasi perlakukan dan ulangan  

Faktor  
A 

 

 

b 

Taraf  a1 a2 a3 

b1 a1b1 a2b1 a3b1 

b2 a1b2 a2b2 a3b2 

b3 a1b3 a2b3 a3b3 

Keterangan : 

a: Larutan Atonik ; 0 mL/L (a1); 5 mL/L (a2); 10 mL/L (a3) 

b: PEG 6000 ; 0% (b1); 15% (b2); 30% (b3) 
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Tabel 2. Tata letak percobaan satuan percobaan  

a1b1u2 a2b2u1 a3b2u1 

a3b1u1 a2b3u2 a2b1u3 

a1b1u3 a3b2u3 a1b2u2 

a3b3u2 a2b1u1 a1b1u3 

a1b3u2 a2b3u3 a2b2u2 

a3b1u3 a2b1u2 a1b2u1 

a2b3u1 a3b2u3 a1b2u3 

a2b2u3 a3b3u1 a1b1u1 

a1b3u1 a3b3u3 a3b1u2 

Keterangan : 

a: Larutan Atonik ; 0 mL/L (a1); 5 mL/L (a2); 10 mL/L (a3) 

b: PEG 6000 ; 0% (b1); 15% (b2); 30% (b3) 

U1- U3 : Ulangan 1-ulangan 3 

 

3.4 Bagan Alir Penelitian  

Penelitin terdiri dari beberapa tahap yaitu : 1) Penentuan kisaran 

konsentrasi larutan atonik untuk perendaman planlet anggrek bulan 

sebelum penanaman dalam medium, 2) Penanaman planlet anggrek bulan 

kedalam medium VW yang sudah ditambahkan PEG 6000 sesuai 

konsentrasi, 3) Analisis karakter ekspresi spesifik pada planlet anggrek  

bulan meliputi visualisasi planlet, kandungan karbohidrat dan indeks 

stomata. Pengamatan dilakukan setiap hari selama 3 minggu. Tahap 

penelitian disajikan dalam bentuk bagan alir seperti tercantum pada 

Gambar 3. 
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Gambar 3.  Bagan alir penelitian  

 

 

 

Perlakuan Indikator Luaran 

Perendaman akar 

planlet anggrek 

bulan dengan 

larutan atonik 

pada berbagai 

konsentrasi  

Planlaet anggrek 

bulan tidak 

menunjukan 

kelayuan  

Planlet anggrek 

bulan berjumlah 

banyak untuk stok 

pengujian  

Penanaman 

planlet anggrek 

bulan dalam 

medium seleksi 

PEG 6000 

Terjadinya 

ketahanan 

tanaman, tidak 

menunjukan 

kelayuan  

Terbentuknya 

ketahanan pada 

planlet anggrek 

bulan hasil 

seleksi PEG  

Karakterisasi 

planlet: analisis 

pertumbuhan, 

kandungan 

karbohidrat dan 

indeks stomata 

Munculnya 

karakter spesifik 

planlet anggrek 

bulan meliputi 

pertumbuhan, 

kandungan 

karbohidrat dan 

indeks stomata 

Terdapat sifat 

spesifik pada 

planlet anggrek 

bulan meliputi 

pertumbuhan, 

kandungan 

karbohidrat dan 

indeks stomata 
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3.5 Pelaksanaan Penelitian 

Pelaksanaan penelitian meliputi beberapa langkah sebagai berikut.  

3.5.1 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 

autoclave. Alat-alat dari bahan gelas dibungkus dengan plastik 

sedangkan alat-alat logam dan cawan petri dibungkus dengan 

kertas hvs kemudian dimasukan kedalam autoclave dengan suhu 

121℃ dengan tekanan 1 atm selama 30 menit.  

3.5.2 Persiapan Medium Tanam 

Medium yang digunakan pada penelitian ini adalah medium  Vacin 

dan Went (VW) padat. Pembuatan medium sebanyk 500 ml adalah 

dengan cara memasukan sukrosa 15 gr dan VW 0,83 gr kedalam 

beaker glass kemudian aduk menggunakan spatula. Akuades 

dimasukan ke dalam beaker glass sampai tanda 500 ml kemudian 

aduk kembali dan diatur pH sampai 5 dengan penambahan KOH  

jika terlalu asam atau HCl jika terlalu basa kemudian masukan 

PPM sebanyak 2,5 ml kemudian tambahkan arang 1 gr dan agar 3,5 

gr. Larutan medium dipanaskan sampai mendidih dan diaduk lalu 

medium dituangkan ke dalam botol sebanyak 20 ml/botol. 

Kemudian sterilisasi medium menggunakan autoklaf dengan 

tekanan 17,5 psi, suhu 121℃ selama 30 menit.  

3.5.3 Persiapan Medium Seleksi 

Sebelum digunakan, PEG 6000 yang telah dilarutkan dengan 

akuades pada konsentrasi tertentu disaring menggunakan kertas 

saring sebanyak 2 kali. Penyaringan dilakukan dalam ruang steril di 

dalam LAF Cabinet. Selanjutnya PEG 6000 ditambahkan ke dalam 

medium VW yang telah disterilisasi menggunakan autoclave. 

Sebelum digunakan, medium diinkubasikan selama 7 hari pada 

suhu kamar (25℃) untuk memastikan bahwa PEG 6000 telah 
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tersaring dengan baik. Jika dalam waktu 7 hari tidak terjadi 

kontaminasi pada medium, maka medium dapat digunakan.  

3.5.4 Induksi dengan Larutan Atonik 

Larutan atonik dilarutkan terlebih dahulu dengan akuades pada 

konsentrasi tertentu disaring menggunakan kertas saring sebanyak 

2 kali. Penyaringan dilakukan dalam ruang steril di dalam LAF 

Cabinet, kemudian larutan atonik diencerkan sehingga diperoleh 3 

konsentrasi yaitu 0 mL/L, 5 mL/L, dan 10 mL/L. Larutan atonik 

kemudian digunakan untuk merendam planlet anggrek bulan 

selama 1 menit.  

3.5.5 Penanaman Eskplan 

Planlet P. amabilis ditanam pada masing-masing botol kultur yang 

berisi medium  berisi Vacin dan Went yang telah mangandung PEG 

6000. Masing-masing perlakuan diulang sebanyak 3 kali dan setiap 

ulangan terdiri dari 1 planlet dalam setiap botol kultur. Kemudian 

diinkubasi pada ruangan dengan penyinaran ± 1000 lux, 24 

jam/hari dan suhu ± 20  

3.6 Pengamatan 

Pengamatan dilakukan pada akhir minggu ke-3 inkubasi dan dievaluasi 

untuk mengetahui konsentrasi PEG 6000 dan Atonik yang optimum untuk 

seleksi planlet anggrek bulan secara in vitro. Setelah 3 minggu inkubasi, 

planlet yang masih hidup di dalam botol dikarakterisasi berdasarkan 

parameter sebagai berikut. 

3.6.1 Persentase jumlah planet yang hidup 

Menurut Nurcahyani dkk. (2014) jumlah planlet hidup anggrek 

bulan dapat dihitung dengan menggunakan rumus : 
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3.6.2 Visualisasi planlet  

Visualisasi planlet dapat diamati 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) 

3.6.3 Analisis Kandungan Karbohidrat 

Analisis kandungan karbohidrat terlarut total dilakukan dengan 

metode fenol-sulfur (Dubois, 1956). Planlet P. amabilis diambil 

dan ditimbang sebanyak 0,1 gram. Kemudian ditumbuk dengan 

mortar lalu diberi 10 ml akuades, disaring dengan kertas saring 

Whatman no. 1 lalu diamsukan kedalam tabung reaksi. Selanjutnya 

filtrat diambil sebanyak 1 ml dan ditambahkan 1 ml H2SO4, 

kemudian ditambahkan fenol sebanyak 2 ml. Selanjutnya filtrat 

diamsukan kedalam kuvet dan dibaca pada panjang gelombang 490 

nm. Kandungan karbohidrat terlarut total dihitung dengan cara 

membuat larutan standar glukosa yang terdiri dari beberapa 

konsentrasi kemudian diukur dengan spektrofotometer pada 

panjang gelombang  490 nm. Hasil absorbansi larutan standar 

dibuat persamaan regresi linier sehingga diperoleh persamaan      

Y= ax + b. Nilai absorbansi sampel selanjutnya dimasukan sebagai 

nilai Y sehingga didapatkan nilai x (µ/mol) 

3.6.4 Analisis Indeks Stomata 

Daun diambil menggunakan pinset kemudian diberikan cat kuku 

berwarna bening hingga mengering, kemudian dilapisi selotip, 

setelah merekat selotip dilepas dan diletakan pada object glass 

kemudian ditutup dengan cover glass. Preparat diamati pada 3 

bagian daerah yang berlainan. Tiap sel epidermis ditandai dengan 

(E), stomata ditandai dengan (S). Indeks stomata besarnya dihitung 

dengan rumus : 

 

    
      %  
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3.6.5 Analisis Data 

Data dari pertumbuhan planlet P. amabilis selama seleksi dengan 

PEG 6000 dan larutan atonik akan diolah dalam bentuk data 

kualitatif dan kuantitatif. Data kualitatif akan disajikan dalam 

bentuk deskriptif komparatif dan didukung foto. Data kuantitatif  

dianalisis dengan Analisis Ragam (ANOVA) , kemudian 

dilanjutkan dengan uji BNT pada taraf nyata 5%  
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V. KESIMPULAN 

 

 

5.1 Simpulan  

 

1. Terdapat interaksi antara PEG 6000 dengan konsentrasi 30% dan larutan 

atonik 0 mL/L terhadap cekaman kekeringan pada persentase planlet 

hidup, visualisasi planlet, kandungan karbohidrat total dan indeks stomata.  

2. Larutan atonik yang optimum untuk pertumbuhan planlet P.amabilis yaitu 

0 mL/L. 

3. Konsentrasi PEG 6000 yang toleran terhadap cekaman kekeringan yaitu 

30% 

4. Kombinasi perlakuan PEG 6000 30% dan larutan atonik 0 mL/L 

menunjukan karakter spesifik  

a. Secara morfologis planlet yang resisten akan tetap berwarna hijau pada 

saat terjadi cekaman kekeringan  

b. Secara fisiologis kandungan karbohidrat total lebih tinggi dari 

perlakuan lain  

c. Secara anatomis indeks stomata lebih rendah dari perlakuan lain  

 

5.2 Saran  

Konsentrasi PEG 6000 perlu ditambahkan untuk mencapai LC50 (Lethal 

consentration) pada planlet P.amabilis sebagai seleksi ketahanan tanaman 

dalam keadaan cekaman kekeringan dan mengidentifikasi karakter spesifik 

lainya seperti prolin, dan analisis molekular.  
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