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ABSTRAK

KARAKTERISASI RESPON FISIOLOGIS DAN IDENTIFIKASI
POLIMORFISME DNA BERBASIS RAPD PADA ANGGREK BULAN
[Phalaenopsis amabilis (L.) Blume] TERHADAP CEKAMAN
KEKERINGAN

Oleh

Azahra Putri Najla

Cekaman kekeringan merupakan salah satu faktor pembatas utama dalam
budidaya anggrek yang memengaruhi stabilitas fisiologis dan ekspresi genetic
tanaman. Identifikasi respons fisiologis dan variasi genetik yang terkait dengan
toleransi kekeringan menjadi penting dalam upaya pengembangan genotype yang
adaptif. Penelitian ini bertujuan untuk (1) menentukan batas toleransi cekaman
kekeringan melalui perlakuan Polyethylene Glycol (PEG) 6000 secara in vivo, (2)
menganalisis respons fisiologis tanaman meliputi kandungan gula reduksi, klorofil
a, klorofil b, klorofil total, serta Indeks Toleransi Cekaman (ITC), dan (3)
mengidentifikasi polimorfisme DNA berbasis Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD) pada tanaman yang diberi perlakuan cekaman dibandingkan
dengan kontrol. Penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap satu faktor
dengan lima taraf konsentrasi PEG 6000 (0%, 10%, 20%, 30%, dan 40%) dan
Data kuantitatif dianalisis menggunakan analisis ragam (ANOVA) dan
dilanjutkan dengan uji BNJ taraf 5%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
konsentrasi PEG 6000 sebesar 40% merupakan batas toleransi cekaman
kekeringan yang masih mampu dipertahankan oleh tanaman. Peningkatan
konsentrasi PEG menyebabkan penurunan signifikan kandungan klorofil a,
klorofil b, dan klorofil total, serta peningkatan kandungan gula reduksi sebagai
respons adaptif terhadap cekaman osmotik. Nilai ITC pada konsentrasi 40%
mengindikasikan kategori tanaman toleran terhadap kekeringan. Analisis RAPD
menunjukkan adanya pita DNA spesifik pada tanaman tercekam, yaitu primer
OPB-14 (£500 bp) dan primer OPB-20 (390 bp dan £500 bp), yang berpotensi
sebagai penanda molekular terkait toleransi kekeringan. Penelitian ini
menunjukkan adanya keterkaitan antara respons fisiologis dan variasi genetik
pada Phalaenopsis amabilis dalam menghadapi cekaman kekeringan, yang dapat
menjadi dasar dalam program seleksi dan pemuliaan anggrek toleran kekeringan.

Kata kunci: Phalaenopsis amabilis, cekaman kekeringan, PEG 6000, RAPD,
polimorfisme DNA, indeks toleransi cekaman.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF PHYSIOLOGICAL RESPONSES AND
IDENTIFICATION OF RAPD-BASED DNA POLYMORPHISM IN MOON
ORCHID [Phalaenopsis amabilis (L.) Blume] UNDER DROUGHT STRESS

Oleh

Azahra Putri Najla

Drought stress is one of the major limiting factors in orchid cultivation, affecting
physiological stability and plant genetic expression. The identification of physiological
responses and genetic variation associated with drought tolerance is essential for the
development of adaptive genotypes. This study aimed to (1) determine the tolerance
threshold to drought stress through in vivo treatment with Polyethylene Glycol (PEG)
6000, (2) analyze plant physiological responses including reducing sugar content,
chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll, and Stress Tolerance Index (STI), and (3)
identify DNA polymorphisms based on Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) in
drought-treated plants compared with the control. The experiment was arranged in a
Completely Randomized Design (CRD) with a single factor consisting of five PEG 6000
concentrations (0%, 10%, 20%, 30%, and 40%), each with five replications. Quantitative
data were analyzed using analysis of variance (ANOVA) followed by Honestly
Significant Difference (HSD) test at the 5% significance level. The results showed that a
PEG 6000 concentration of 40% represented the maximum drought tolerance threshold
that could still be maintained by the plants. Increasing PEG concentration significantly
decreased chlorophyll a, chlorophyll b, and total chlorophyll contents, while increasing
reducing sugar content as an adaptive response to osmotic stress. The STI value at 40%
PEG indicated that the plants were categorized as drought tolerant. RAPD analysis
revealed the presence of specific DNA bands in drought-treated plants, namely primer
OPB-14 (500 bp) and primer OPB-20 (390 bp and +500 bp), which potentially serve as
molecular markers associated with drought tolerance. This study demonstrates a linkage
between physiological responses and genetic variation in Phalaenopsis amabilis under
drought stress conditions, providing a scientific basis for selection and breeding programs
aimed at developing drought-tolerant orchids.

Kata kunci: Phalaenopsis amabilis, drought stress, PEG 6000, RAPD, DNA
polymorphism, stress tolerance index.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Familia Orchidaceae merupakan salah satu tumbuhan dengan
keanekaragaman tertinggi dalam kingdom Plantae, mencakup lebih dari
28.000 spesies yang tersebar di seluruh dunia. Sebagian besar spesies dalam
familia ini memiliki nilai ekonomi dan ekologis yang tinggi, baik sebagai
tanaman hias maupun sebagai bahan obat herbal. Anggrek termasuk dalam
kelompok tumbuhan berbunga dengan tingkat keanekaragaman yang sangat

tinggi, terutama dalam hal karakter morfologi (Liu et al., 2022).

Salah satu anggrek yang terkenal adalah Phalaenopsis amabilis yang lebih
dikenal sebagai anggrek bulan. Spesies ini merupakan anggrek epifit
monopodial yang populer dalam industri tanaman hias karena memiliki
keindahan bunga yang tahan lama, aroma yang khas, serta variasi warna yang
sangat beragam. Selain itu, anggrek bulan juga telah ditetapkan sebagai puspa
pesona Indonesia dan menjadi bunga nasional. Genus Phalaenopsis
mencakup sekitar 60 jenis dan 140 varietas, yang tersebar luas di berbagai
negara seperti Malaysia, Filipina, Indonesia, Papua, hingga Australia. Secara
topografi, anggrek bulan dapat tumbuh di daerah dataran rendah hingga
ketinggian 600 meter di atas permukaan laut. Sebagai tanaman epifit, anggrek
bulan tumbuh dengan menempel pada inang, serta mendapatkan kelembapan

dan nutrisi dari lingkungan sekitarnya (Liu ef al., 2022; Panal et al., 2015).



Permintaan pasar global terhadap anggrek terus mengalami peningkatan dari
tahun ke tahun. Hal ini mendorong perlunya pengembangan dan efektivitas
budidaya anggrek agar dapat memenuhi kebutuhan pasar lokal serta
meningkatkan kapasitas ekspor. Peningkatan produksi anggrek juga membuka
peluang usaha dan lapangan pekerjaan baru di sektor tanaman hias.
Pertumbuhan tanaman anggrek, khususnya jenis Phalaenopsis tergolong
lambat sehingga dibutuhkan pemahaman yang lebih mendalam mengenai
faktor-faktor yang dapat menunjang pertumbuhan dan produktivitasnya

(Maizakusuma dkk., 2023).

Meskipun memiliki potensi besar, produksi anggrek di Indonesia mengalami
penurunan dalam beberapa tahun terakhir. Berdasarkan data Badan Pusat
Statistik (BPS, 2023), produksi anggrek nasional tercatat sebesar 11,68 juta
unit pada tahun 2020, menurun menjadi 11,35 juta unit pada tahun 2021, dan
kembali mengalami penurunan signifikan menjadi 6,79 juta unit pada tahun
2022. Menurut Latifah dkk. (2017), faktor utama yang menyebabkan
rendahnya produksi anggrek di Indonesia adalah terbatasnya ketersediaan
bibit berkualitas, kurang efisiennya sistem budidaya, serta kurang optimalnya

pe€nanganan pasca panen.

Cekaman kekeringan merupakan salah satu faktor pembatas dalam budidaya
anggrek di luar habitat alaminya. Kondisi ini memengaruhi hampir seluruh
fase pertumbuhan tanaman, mulai dari perkecambahan, pemanjangan tunas
dan akar, hingga proses pembungaan (Hapsari dkk., 2018). Menurut Sujinah
dan Ali (2016), cekaman kekeringan terjadi ketika kandungan air dalam tanah
berada pada tingkat minimum yang tidak mencukupi untuk mendukung
pertumbuhan dan produksi tanaman secara optimal. Dampak negatif cekaman
kekeringan terhadap tanaman mencakup perubahan pada aspek morfologis,
fisiologis, dan biokimia. Cekaman ini juga berkontribusi terhadap penurunan
laju transpirasi, perlambatan ekspansi luas daun, serta penutupan stomata.
Akibatnya, terjadi pengurangan penyerapan unsur hara melalui aliran massa

dan penurunan serapan CO- karena stomata tertutup.



Kedua hal tersebut menyebabkan laju fotosintesis menurun dan produksi
asimilat oleh tanaman pun berkurang (Anggraini dkk., 2016; Bangar et al.,
2019).

Salah satu pendekatan yang efektif dan efisien dalam mengatasi cekaman
kekeringan pada tanaman adalah melalui pemanfaatan varietas yang memiliki
ketahanan terhadap kondisi kekeringan (Nurcahyani et al., 2019d). Untuk
menguji toleransi tanaman terhadap cekaman tersebut, dapat dilakukan
melalui modifikasi lingkungan agar dampak kekeringan dapat diminimalkan,
serta melalui perbaikan genotipe tanaman agar lebih adaptif terhadap
kekeringan, atau dengan penerapan simulasi cekaman menggunakan senyawa
Polyethylene Glycol (PEG). PEG merupakan senyawa yang larut dalam air
dan dapat menciptakan kondisi serupa dengan kekeringan alami, karena
mengurangi ketersediaan air dalam media tumbuh, menyerupai kondisi tanah
yang kering. Penggunaan PEG memungkinkan pengamatan terhadap
ketahanan tanaman dalam menghadapi cekaman kekeringan. PEG merupakan
molekul kimia turunan etilen oksida yang mampu menurunkan tekanan
osmotik melalui pembentukan ikatan hidrogen dengan molekul air. PEG
digunakan pada dosis tertentu untuk mensimulasikan kondisi kekeringan pada

media tanam (Hapsari dkk., 2018; Ilyani dkk., 2017).

Garri dkk. (2020) melaporkan bahwa aplikasi PEG 6000 pada tanaman sawi
hijau berpengaruh negatif terhadap panjang dan lebar daun, bobot kering,
serta kandungan klorofil a, klorofil b, dan klorofil total. Beberapa penelitian
juga menunjukkan bahwa penggunaan PEG dapat membantu tanaman
anggrek beradaptasi terhadap lingkungan yang mengalami cekaman. Feriza
dkk. (2022) melaporkan bahwa pemberian PEG 6000 dalam konsentrasi
tertentu secara in vitro pada anggrek Dendrobium sp. berdampak terhadap
kandungan klorofil dan indeks stomata. Efektivitas PEG 6000 dalam
mensimulasikan kondisi kekeringan juga telah dibuktikan pada penelitian
sebelumnya terhadap jeruk keprok 55 (Ashari dkk., 2018), planlet buncis
(Phaseolus vulgaris L.) (Nurcahyani dkk., 2020), dan planlet kacang panjang
(Vigna unguiculata (L.) Walp) (Nurcahyani dkk., 2019c).
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Penanda genetik merupakan gen atau urutan DNA yang posisinya telah
diketahui pada kromosom dan memiliki keterkaitan dengan gen atau sifat
tertentu. Penanda ini dapat berupa variasi yang muncul akibat mutasi atau
perubahan pada lokus genom yang dapat terdeteksi (Al-Samarai and Al-Kaaz,
2015). Dalam penelitian yang dilakukan oleh Nurcahyani et al. (2017), hasil
amplifikasi PCR-RAPD pada tanaman vanili tahan Fov menunjukan pita
DNA berukuran 930 bp untuk primer OPB 14, 430 bp untuk primer OPB 20,
dan 270 bp untuk primer OPB_19. Berdasarkan latar belakang tersebut,
penelitian pada anggrek bulan perlu dilakukan kajian lebih lanjut dalam

lingkungan yang relevan yaitu skala in vivo dalam rumah kaca.

Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Menentukan batas toleransi cekaman kekeringan tanaman
Phalaenopsis amabilis melalui perlakuan Polyethylene Glycol (PEG)
6000 secara in vivo.

2. Menganalisis respons fisiologis tanaman Phalaenopsis amabilis
meliputi kandungan klorofil a, klorofil b, klorofil total, kandungan gula
resduksi, serta Indeks Toleransi Cekaman (ITC).

3. Mengidentifikasi polimorfisme DNA berbasis Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) pada tanaman Phalaenopsis amabilis yang

diberi perlakuan cekaman dibandingkan dengan kontrol.



1.3. Kerangka Pikir

Familia Orchidaceae merupakan kelompok tumbuhan berbunga yang
memiliki jumlah spesies sangat banyak. Salah satu contoh tanaman yang
termasuk dalam famili ini adalah anggrek Phalaenopsis amabilis. Anggrek
sendiri dikenal sebagai tanaman hias dengan nilai ekonomi tinggi, sehingga
banyak dibudidayakan secara luas. Tingginya nilai ekonomi tersebut
menyebabkan anggrek Phalaenopsis amabilis sering dieksploitasi di habitat
aslinya, yang pada akhirnya mengancam kelestariannya. Berdasarkan data
dari IUCN, status konservasi tanaman ini dikategorikan sebagai terancam

punah.

Proses budidayanya, anggrek Phalaenopsis amabilis menghadapi kendala
berupa cekaman kekeringan yang dapat menghambat pertumbuhannya.
Keterbatasan ketersediaan air menjadi salah satu faktor yang menyulitkan
petani dalam membudidayakan tanaman ini. Setiap tahunnya, kondisi
kekeringan dapat terjadi dan menghambat pertumbuhan tanaman akibat
kurangnya pasokan air yang memadai. Cekaman kekeringan pada tanaman
dapat berdampak negatif terhadap laju fotosintesis dan perkembangan luas
daun, yang pada akhirnya berkontribusi pada penurunan produktivitas

tanaman.

Deteksi awal cekaman kekeringan dapat dilakukan dengan menggunakan
PEG. Penanda molekular DNA banyak digunakan untuk mengetahui urutan
genom tanaman. Program seleksi anggrek Phalaenopsis amabilis
menggunakan PEG 6000 dan dengan deteksi PCR yang toleran kekeringan
dinilai lebih tepat diarahkan untuk mengahsilkan varietas unggul yang toleran

terhadap cekaman kekeringan.



1.4. Hipotesis Penelitian

Hipotesis pada penelitian ini adalah:

1. Terdapat konsentrasi PEG 6000 yang toleran untuk pertumbuhan tanaman
Phalaenopsis amabilis yang resisten terhadap cekaman kekeringan secara
in vivo.

2. Terbentuknya respons fisiologis tanaman Phalaenopsis amabilis meliputi
kandungan gula reduksi, klorofil a, klorofil b, klorofil total, serta Indeks
Toleransi Cekaman (ITC) .

3. Terdapat perbedaan polimorfisme DNA berbasis RAPD antara tanaman
Phalaenopsis amabilis yang diberi perlakuan PEG dengan kontrol.



II. TINJAUAN PUSTAKA

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

Klasifikasi anggrek bulan dalam sistem klasifikasi Cronquist (1981) sebagai
berikut.

Divisio : Magnoliophyta

Classis  : Liliopsida

Ordo : Asparagales

Familia : Orchidaceae

Genus  : Phalaenopsis

Species  : Phalaenopsis amabilis (L.) Blume

Anggrek bulan (Phalaenopsis amabilis) merupakan salah satu jenis anggrek
yang memiliki daya tarik khas. Keindahannya terlihat dari variasi warna,
bentuk, tekstur, serta aroma yang khas, menjadikannya salah satu bunga
terindah. Selain itu, anggrek bulan memiliki masa mekar yang cukup lama.
Tanaman ini banyak ditemukan di Pulau Jawa dan Sumatera, dengan ciri khas
bunga yang berukuran lebih besar dan berwarna beragam (Erfa dkk., 2020;
Fauziah dkk., 2014). Karakteristik morfologi anggrek bulan tersebut dapat
dilihat pada Gambar 1.



Petal

Gambar 1. Tanaman Phalaenopsis amabilis (L.) Bl. (Djufti dkk, 2015).

Anggrek bulan memiliki struktur tubuh yang terdiri dari akar, batang, daun,
bunga, buah, dan biji. Tanaman ini bersifat epifit yang berarti tumbuh
menempel pada permukaan kulit pohon tanpa merugikan inangnya dengan
seluruh bagian tubuhnya berada di udara. Anggrek bulan mempunyai ciri
batangnya cenderung pendek, daunnya berbentuk jorong dengan panjang
sekitar 20-30 cm dan lebar 7-12 cm. Bunga anggrek bulan tersusun dalam
rangkaian berbentuk tandan yang bercabang dengan maksimal dua kuntum
per tandan. Bunga anggrek bulan memiliki susunan majemuk, terdiri dari tiga
sepal dan tiga petal yang tersusun berselang-seling dengan kelopak bunga.
Anggrek bulan memiliki dua jenis akar, yaitu akar lekat dan akar udara. Akar
lekat berfungsi sebagai penopang agar tanaman tetap menempel di tempatnya.
Sementara itu, akar udara berperan dalam pertumbuhan dan perkembangan

tanaman dengan menyerap unsur hara. (Arobaya, 2022; Zhang et al., 2018).

Dalam praktik budidaya, fase pembibitan merupakan fase krusial yang
menentukan keberhasilan pertumuhan tanaman. Hal ini meliputi penanaman,
pemilihan media tanam yang tepat, penyiraman, pengelolaan pemupukan,
serta pengendalian hama dan penyakit. Masa pembibitan pada anggrek bulan
(Phalaenopsis amabilis) adalah tahap awal yang memainkan peran kunci
dalam membentuk kualitas dan kesehatan tanaman. Kualitas pemeliharaan
selama fase ini akan memengaruhi pertumbuhan dan perkembangan tanaman

pada tahap selanjutnya hingga mencapai fase dewasa. Pemilihan media tanam
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yang tepat sangat penting karena berdampak langsung pada kemampuan akar
dalam menyerap air dan nutrisi, sechingga mendukung mekanisme fotosintesis

pada tanaman (Tini et al., 2019; Yasmin dkk., 2018).

Cekaman Kekeringan

Cekaman kekeringan merupakan salah satu tekanan lingkungan yang
menyulitkan tanaman dalam menyerap air dari tanah. Kemampuan tanaman
untuk bertahan pada kondisi kekeringan berbeda-beda antar spesies, sehingga
mereka perlu melakukan adaptasi terhadap lingkungan untuk
mempertahankan kelangsungan hidup. Tanaman yang mengalami kekeringan
berkepanjangan akan menunjukkan perubahan pada morfologi, anatomi,
fisiologi, dan proses biokimia, yang pada akhirnya dapat berujung pada

kematian (Embiale et al., 2016; Suharti dkk.,2017).

Cekaman kekeringan terjFadi ketika tanaman tidak mendapatkan cukup air,
sehingga pertumbuhan dan perkembangannya terhambat, yang pada akhirnya
berdampak pada penurunan hasil produksi. Masalah ini menjadi salah satu
tantangan utama dalam sektor pertanian di seluruh dunia. Tanda-tanda
kekeringan dapat diamati pada fase pertumbuhan vegetatif, seperti
berkurangnya berat tanaman, mengecilnya diameter batang, serta daun yang
berukuran lebih kecil. Selain itu, kekeringan juga memengaruhi proses
pertumbuhan, perkembangan, dan hasil panen tanaman, terutama selama
tahap pengisian biji dan fase perkembangan lainnya (Farooq et al., 2009;
Jamaludin dan Ranchiano, 2021).

Defisit air umumnya terjadi akibat rendahnya curah hujan, sehingga
kelembapan tanah menurun dan potensi air pada bagian udara tanaman,
seperti daun dan batang, menjadi rendah. Kekeringan pada tanaman dapat
memicu perubahan morfologi, anatomi, fisiologi, dan biokimia. Cekaman
kekeringan terkait erat dengan kekurangan air; kondisi ini menyebabkan

stomata menutup, menghambat penyerapan CO-, serta menurunkan aktivitas
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fotosintesis. Selain itu, defisit air juga dapat mengganggu sintesis protein dan
pembentukan dinding sel. Salah satu metode yang digunakan untuk menguji
ketahanan tanaman terhadap cekaman kekeringan adalah perlakuan dengan

senyawa Polyethylene Glycol (PEG) (Rahayu, 2005; Ristvey et al., 2019).

Dalam kondisi kekeringan, laju kehilangan air melalui transpirasi daun dapat
melebihi kemampuan akar dalam menyerap air dari lingkungan yang kering.
Sebagai respons adaptif, akar memperluas jangkauannya untuk menyerap
lebih banyak air, sementara stomata menutup untuk meminimalkan
kehilangan air. Gejala stres kekeringan yang umum pada tanaman meliputi
penggulungan daun, layu, daun menguning, daun terbakar, hingga layu
permanen. Respons tanaman terhadap defisit air sangat dipengaruhi oleh
kejadian dan intensitas stres kekeringan sebelumnya, serta keberadaan stres
lingkungan lain yang bersamaan (Goche ef al., 2020; Martinez and Garcia.,

2017).

Polyethylene Glycol (PEG)

Polyethylene glycol (PEG) merupakan senyawa osmotikum yang umum
digunakan untuk menstimulasi cekaman kekeringan pada tanaman secara in
vitro. Senyawa ini memiliki keunggulan dibandingkan senyawa lain dalam
menurunkan potensial air. PEG 6000 sebagai salah satu zat kimia non-toksik
mempunyai berat molekul tinggi dengan konsentrasi tertentu mampu
menimbulkan kondisi kekurangan air serupa dengan tanah kering (Mirbahar

et al., 2013; Paletri dkk., 2019).

Polyethylene glycol (PEG) memiliki nama kimia a-Hydro-w-hidroxypol (oxy-
1,2-ethanediyl) dan dikenal dalam bidang farmasi dengan berbagai nama,
seperti Lipoxol, Lutrol E, Macrogola, Carbowax, dan Pluriol E. Bentuk fisik
PEG bervariasi tergantung pada berat molekulnya, di mana PEG 200-600
berbentuk cair, PEG 1500 bersifat semi padat, sementara PEG 3000-20000
atau lebih berbentuk padatan semi kristalin atau resin pada suhu kamar

(Rowe, 2009). Struktur kimia PEG disajikan dalam Gambar 2.
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Gambar 2. Struktur Kimia Polyethylene Glycol (Rowe, 2009).

PEG tidak mudah larut dalam air bersuhu tinggi dan sering digunakan sebagai
agen seleksi dalam penelitian ketahanan gen terhadap kekeringan. Senyawa
ini bekerja dengan cara menarik air dari dinding sel sehingga meningkatkan
tekanan osmotik. Selain itu, PEG dapat menurunkan potensial osmotik
larutan melalui aktivitas sub-unit etilena oksida yang mampu mengikat
molekul air dengan ikatan hidrogen, menciptakan kondisi cekaman
kekeringan. Dibandingkan dengan manitol, sorbitol, atau garam, PEG 6000
lebih unggul karena tidak bersifat toksik, tidak diserap oleh akar, serta
mampu menurunkan potensial osmotik larutan secara homogen (Gharoobi et

al,, 2012; Rahayu dkk, 2005).

Biosintesis Klorofil

Klorofil merupakan pigmen hijau yang terdapat pada sebagian besar tanaman.
Nama klorofil berasal dari bahasa Yunani, yaitu chloros yang berarti hijau
dan phyllon yang berarti daun. Klorofil a yang berwarna hijau kekuningan,
berfungsi sebagai pigmen utama dalam fotosintesis pada tanaman hijau
dengan mentransfer energi cahaya ke akseptor kimia. Cahaya yang diserap
oleh klorofil menyediakan energi yang diperlukan dalam proses fotosintesis.
Pigmen fotosintetik memungkinkan tanaman menyerap energi dari cahaya,
sehingga kadar klorofil dalam daun menjadi faktor utama yang memengaruhi

efisiensi fotosintesis tanaman (Inanc, 2011; Hailemichael et al., 2016).

Secara umum, peranan pigmen dalam tumbuhan sebagai pigmen warna
mencakup tiga kelas pigmen yaitu pigmen klorofil, karoten, dan antosianin.

Klorofil merupakan pigmen warna hijau, karoten merupakan pigmen warna
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kuning, oranye dan merah, sedangkan antosianin merupakan pigmen warna
merah, biru, dan ungu. Klorofil merupakan pigmen esensial dalam
fotosintesis yang ditemukan pada berbagai organisme, termasuk tanaman
tingkat tinggi, pakis, lumut, alga, dan beberapa organisme prokariotik.
Pigmen ini terdiri dari dua jenis utama, yaitu klorofil a dan klorofil b, di mana
klorofil b berfungsi sebagai pigmen pendukung. Dalam proses fotosintesis,
klorofil menjalankan tiga fungsi utama, yaitu memanfaatkan energi cahaya
matahari, memicu fiksasi CO; menjadi karbohidrat, dan menyediakan energi
bagi ekosistem. Karbohidrat yang terbentuk kemudian diubah menjadi
berbagai senyawa organik melalui proses anabolisme (Croft and Chen, 2018;

Hashimoto et al., 2016; Khoo et al., 2017; Inanc, 2011).

Klorofil merupakan komponen utama dalam kloroplas yang berperan dalam
fotosintesis. Kandungan klorofil yang lebih tinggi akan meningkatkan
efisiensi proses fotosintesis. Namun, kondisi lingkungan seperti cekaman
kekeringan dapat memengaruhi fungsi metabolisme tanaman, terutama dalam
menghambat sintesis klorofil. Salah satu respons fisiologis tanaman terhadap
cekaman kekeringan adalah penurunan kadar klorofil dalam daun. Jika
tanaman mengalami kekurangan air, pembentukan klorofil akan terganggu,
sehingga fotosintesis menjadi kurang efektif. Selain faktor lingkungan,
keberlangsungan fotosintesis juga dapat dipengaruhi oleh infeksi patogen
seperti Fusarium. Infeksi ini dapat mengganggu reaksi terang dan gelap
dalam fotosintesis. Penurunan kadar klorofil akibat infeksi dapat
menyebabkan nekrosis dan kelayuan pada daun, karena jaringan fotosintesis
tidak dapat menyerap cahaya secara optimal. Senyawa toksik yang dihasilkan
oleh patogen dapat merusak jaringan fotosintesis, khususnya klorofil a dan
klorofil b. Hal ini menghambat penyerapan cahaya yang diperlukan untuk
menghasilkan energi dalam proses fotosintesis. Klorofil a cenderung lebih
rentan terhadap kerusakan dibandingkan klorofil b, sehingga defisitnya lebih
drastis. Penetrasi patogen ke dalam sel inang juga dapat menyebabkan
nekrosis dan klorosis akibat senyawa toksik yang merusak kloroplas

(Dehgahi et al., 2015; Dehgahi et al., 2016; Nurcahyani dkk., 2019c¢).
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2.5. Gula Reduksi

Gula pereduksi merupakan jenis karbohidrat yang memiliki kemampuan
untuk mereduksi senyawa penerima elektron, seperti glukosa dan fruktosa.
Gula reduksi adalah gula yang mampu melakukan proses reduksi karena
memiliki gugus aldehid (aldosa) atau gugus keton (ketosa) bebas. Aldosa
mudah mengalami oksidasi menjadi asam aldonat, sedangkan ketosa hanya
dapat bereaksi dalam lingkungan basa. Secara umum, reaksi ini digunakan
dalam analisis kuantitatif kandungan gula. Salah satu metode awal dalam
analisis kuantitatif gula adalah dengan menggunakan larutan Fehling.
Mekanisme reaksi berlangsung melalui proses redoks yang sistematis,
di mana gugus aldehid pada gula pereduksi berperan sebagai zat
pereduksi. Gugus fungsional ini mereduksi ion tembaga(Il) (Cu*") dari
larutan Fehling menjadi ion tembaga(I) (Cu"), yang kemudian
mengendap sebagai tembaga(l) oksida (Cu20) dengan warna merah
bata yang khas. Ketika larutan Fehling dicampur dengan sampel yang
mengandung gula pereduksi dan dipanaskan, larutan mengalami

rangkaian perubahan warna yang dapat diamati (Rohman, 2013).

Warna biru awal dari campuran reagen secara bertahap berubah melalui
hijau dan kuning sebelum akhirnya menjadi kemerahan, di mana
intensitas perubahan warna dan jumlah endapan yang terbentuk
berbanding lurus dengan konsentrasi gula pereduksi dalam sampel.
Contoh gula pereduksi antara lain maltosa dan laktosa. Sifat pereduksi dari
gula ini disebabkan oleh keberadaan gugus aldehid dan keton bebas yang
memungkinkan gula mereduksi ion-ion logam. Beberapa contoh gula yang
termasuk dalam kategori gula pereduksi adalah glukosa, fruktosa, laktosa,

maltosa, dan lain sebagainya (Nunes et al., 2024).

Metode Nelson-Somogyi digunakan untuk menentukan kadar gula reduksi
dengan memanfaatkan pereaksi tembaga-arsenol-molibdat. Dalam metode ini,

reagen Nelson-Somogyi berfungsi sebagai oksidator dalam reaksi antara
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kuprooksida dan gula reduksi, yang menghasilkan endapan berwarna merah
bata. Pereaksi Somogyi terdiri dari larutan tembaga alkali yang mengandung
Naz2POs anhidrat serta garam K-Na-tartrat (garam Rochelle), sedangkan
pereaksi Nelson mengandung amonium molibdat [(NHs4)6Mo07024] dan
natrium arsenat (NaxHAsO-). Konsentrasi gula dalam sampel dapat
ditentukan dengan membandingkan hasil reaksi warna terhadap larutan
standar, kemudian mengukur absorbansinya. Prinsip metode Somogyi-Nelson
didasarkan pada reduksi ion Cu?" menjadi ion Cu* dengan adanya gula
reduksi ion Cu' selanjutnya mereduksi kompleks arsenomolibdad. Reagen
yang digunakan umumnya merupakan campuran kupri sulfat, natrium
karbonat, natrium sulfat, serta K-Na-tartrat (reagen Nelson-Somogyi)

(Rohman, 2013).

Deteksi Mutan dengan PCR

Seiring dengan kemajuan ilmu Biologi Molekular, penggunaan penanda
molekular berbasis DNA semakin luas dalam mengungkap urutan genom
tanaman, merevolusi genetika molekular, serta meningkatkan efisiensi dalam
program pemuliaan tanaman. Penanda DNA menjadi metode yang lebih
unggul dibandingkan penanda berbasis protein dalam memperoleh informasi
genetik yang lebih mendalam. Keunggulan utama penanda DNA adalah
penggunaannya yang tidak terbatas, mencakup seluruh genom tanaman, tidak
terpengaruh oleh regulasi perkembangan tanaman, serta memiliki tingkat
akurasi yang tinggi dalam menggambarkan keragaman karakter antar individu

(Sihotang dkk., 2022).

Pendekatan morfologi untuk tanaman tahunan sulit dilakukan, karena umur
tanaman panjang. Selain itu, lingkungan juga mempengaruhi fenotip
tanaman. Menurut Hamouda (2019), identifikasi sifat tanaman dengan
teknologi lebih modern mampu memberikan informasi lebih detail, tanpa
dipengaruhi lingkungan dalam waktu yang cepat. Salah satunya adalah

penggunaan teknologi marka molekuler DNA. Penanda molekuler dilaporkan
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menjadi metode yang dapat diandalkan untuk memperkirakan hubungan
filogenetik antara genotipe organisme apapun, selain itu penanda molekuler
dianggap sebagai pilihan tepat untuk digunakan dalam studi keragaman
genetik tanaman karena karakterisasi yang jelas dari sumber daya genetiknya

pada tingkat DNA (Barcaccia et al., 2016; Cui et al., 2017).

Penanda molekular sendiri merupakan rangkaian nukleotida yang dapat
dianalisis melalui polimorfisme antar individu. Polimorfisme ini muncul
akibat mutasi, seperti insersi, delesi, mutasi titik, dan translokasi, meskipun
tidak selalu berdampak pada aktivitas gen. Berbagai jenis penanda molekular
DNA telah dikembangkan dan diterapkan dalam genetika serta pemuliaan
tanaman di bidang pertanian. Salah satu metode yang sering digunakan dalam
analisis keragaman genetik tumbuhan adalah Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD). Metode ini berbasis Polymerase Chain Reaction (PCR) dan
sering digunakan untuk mengidentifikasi keragaman genetik pada tingkat
intraspesies maupun antarspesies. Teknik RAPD memiliki keunggulan dalam
proses pelaksanaan dan analisisnya, terutama dibandingkan dengan penanda
DNA lain seperti Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLP) dan
Simple Sequence Repeats (SSR). RAPD lebih ekonomis, mudah diterapkan,
menghasilkan data dengan cepat, mampu mendeteksi polimorfisme pita DNA
dalam jumlah besar, serta memungkinkan penggunaan primer acak untuk
menganalisis genom berbagai organisme (Langga dkk., 2012; Nadeem ef al.,

2018).

Random Amplified Polimorphic DNA (RAPD) adalah salah satu teknik studi
keragaman genetik yang banyak digunakan. Keuntungan dari penggunaan
marka molekuler RAPD hanya memerlukan kuantitas DNA yang kecil dan
mudah karena tidak memerlukan proses radiaktif, blotting dan hibridisasi,
serta dengan cepat dapat mendeteksi polimorfisme pada sejumlah lokus
(Jonah et al., 2011; Selaocoe et al., 2019). RAPD memiliki tingkat replikasi
yang rendah, tetapi sangat efisien dalam menganalisis keragaman genetik
karena tidak memerlukan sekuens data untuk merancang primer molekuler

(Ganie et al., 2015; Singh et al., 2014). Analisis RAPD yang digunakan saat
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ini studi untuk penilaian keragaman genetik adalah karena kesederhanaannya,
cepat dan mudah dilakukan dan relatif lebih murah dan kebutuhan tidak ada
kesadaran akan urutan DNA (Brandolini ef al., 2014; Tripathi et al., 2012).

Dalam ekstraksi DNA, terdapat tiga tahapan utama, yaitu lisis (perusakan
dinding sel), pemisahan DNA dari komponen padat seperti selulosa dan
protein, serta tahap pemurnian DNA. Proses ini bertujuan untuk memisahkan
DNA dari komponen seluler lain, seperti protein, RNA, dan lemak.
Keberhasilan PCR bergantung pada pemilihan primer yang tepat, oleh karena
itu, untuk mendapatkan primer yang optimal, diperlukan kriteria desain
tertentu (Shehadul Islam et al., 2017; Sasmitha ef al., 2018). Sasamito dkk
(2014) menjelaskan bahwa primer merupakan molekul oligonukleotida untai
tunggal yang terdiri dari sekitar 30 basa dan memiliki peran penting dalam
proses PCR. Teknik PCR sendiri bertujuan untuk mengamplifikasi atau
memperbanyak DNA secara in vitro (Bartlett and Stirling, 2003; Carson e?
al., 2019). El Sheikha et al. (2018) menambahkan bahwa sampel DNA, atau
yang dikenal sebagai template, digunakan untuk menghasilkan segmen DNA
dengan panjang dan urutan basa tertentu. Sementara itu, menurut Wilson and
Walker (2022), PCR merupakan metode yang cepat, sensitif, dan akurat
dalam mengamplifikasi DNA target.



3.1.

3.2

III. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada bulan April-Agustus 2025 di Laboratorium
Botani, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan I[lmu Pengetahuan Alam,
Unversitas Lampung serta Laboratorium Rekayasa Genetika, Pusat Studi

Bioteknologi, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta.

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah cup glass plastic, botol
semprot, timbangan analitik Ohaus, botol kultur berukuran 250 mL, gelas
ukur 100 mL, beaker glass 1 L, aluminum foil, mortar dan pestle, tabung
reaksi, rak tabung reaksi, kertas saring, tisu, kertas label, corong, mikropipet,
batang pengaduk, waterbath, centrifuge, vortex, microwave, mesin PCR,
Tube PCR, alat untuk elektroforesis yaitu sisir pencetak sumuran,

Spektrofotometer UV merk Shimadz, dan kamera.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah anggrek bulan
[Phalenopsis amabilis (L). Blume], media kadaka, akuades, alkohol 70%,
Polyethylene Glycol (PEG), alkohol 96%, glukosa, regensia Nelson a,
regensia Nelson b, regensia arsenomolybdat, buffer ekstraksi (2% CTAB, 100
um Tris-HCI (pH 8), 1.4 M NacCl, 2% B-mercaptoethanol, 20 mM EDTA (pH
8)), kloroform:isoamil alkohol (24:1), akuabides steril, TE, primer OPB_14,
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primer OPB_20, Premix PCR (Kit bio line 12,5 pL, primer 2,0 pL pada
konsentrasi 100 uM, DNA template 2,0 uL pada konsentrasi 40 ng/ uL dan
Nuclease Free Water 8,5 uL). Elektroforesis dengan buffer (500 mL buffer

1x, minigelagarose 1,5 % (g/v), good view).

Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) satu
faktor dengan 5 taraf konsentrasi PEG 6000 yang terdiri atas 0% (K1), 10%
(K2), 20% (K3), 30% (K4) dan 40% (K5). Masing-masing perlakuan
dilakukan pengulangan sebanyak 5 kali, yang setiap ulangan terdiri dari 1
tanaman anggrek bulan. Parameter yang diuji yaitu indeks toleransi cekaman,
kandungan klorofil a, klorofil b, klorofil total, kandungan gula reduksi, indeks
toleransi cekaman kekeringan, dan analisis pola DNA. Tata letak percobaan

disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Tata Letak Satuan Percobaan

Jenis Sampel

K3Ul1 K3U1 K3U1 K3Ul K3U1

K1U35 K1U5 K1U5 K1U5 K1U5

K4U3 K4U3 K4U3 K4U3 K4U3

K4U1 K4Ul K4U1 K4Ul K4Ul

K3U4 K3U4 K3U4 K3U4 K3U4
Keterangan:

K1-K5: Konsentrasi PEG
U1-U5: Ulangan 1- Ulangan 5

Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini terdiri dari beberapa tahapan, yaitu 1). Penanaman bibit anggrek
bulan ke dalam cup plastic glass yang berisi media tanam kadaka; 2).
Penentuan kisaran konsentrasi PEG 6000 toleran untuk seleksi tanaman
anggrek bulan; 3). Analisis karakter yang spesifik pada anggrek bulan

resisten terhadap cekaman kekeringan meliputi kandungan klorofil a, klorofil
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b, klorofil total, kandungan gula reduksi, indeks cekaman toleran (ITC), dan

analisis pola DNA. Tahapan penelitian disajikan dalam bentuk diagram alir

seperti tercamtum pada Gambar 3.

Perlakuan
4 )
Penanaman tanaman
anggrek bulan pada
cup plastic glass yang

_ berisi media kadaka.

iyt

Pemberian PEG 6000
sesuai konsentrasi pada
medium tanam.

y—
/Karakterisasi tanaman\

anggrek bulan
meliputi:

- Kandungan klorofil
a, klorofil b,
klorofil total.

- Kandungan gula
reduksi.

- Indeks toleransi
cekaman
kekeringan.

- Analisis pola DNA.

\
Terjadinya toleransi

:t> - Kandungan gula

N /

Indikator

Luaran

Tanaman anggrek
bulan tidak
menunjukkan
kelavuan

tanaman dan tidak
menunjukkan
kelayuan.

Munculnya karakter \
ekspresi tanaman
anggrek bulan
meliputi:

- Perbedaan
kandungan klorofil
dengan kontrol

|

reduksi yang
berbeda dengan
kontrol.

- Indeks toleransi
cekaman
kekeringan.

- Pita DNA baru

banyak untuk stok

Tanaman anggrek
bulan berjumlah
penguiian.

3
St

Terbentuknya tanaman
anggrek bulan yang
toleran hasil seleksi

PEG 6000.

dengan kontrol.

yang berbeda

Gambar 3. Bagan Alir Penelitian
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- Kandungan klorofil
yang menurun.

- Kandungan gula
reduksi yang
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Penelitian ini dilakukan dalam beberapa langkah yaitu sebagai berikut.

3.4.1.

3.4.2.

3.4.3.

3.44.

Persiapan Medium Tanam

Pada penelitian ini menggunakan lahan dengan ukuran 1 x 1 m.
Sebelumnya lahan dibersihkan dan diberi alas. Media tanam yang
digunakan yaitu media kadaka, kemudian media yang sudah siap
dimasukkan ke dalam cup plastic glass sebanyak 25 buah yang berukuran

1/4 kg dan disusun pada masing-masing petakan.

Penanaman Anggrek Bulan [Phalaenopsis amabilis (L.) Blume]|

Pada medium tanam yang telah dipersiapkan, selanjutnya bibit anggrek

bulan ditanam pada 25 buah cup plastic glass yang tersedia.

Pembuatan Larutan PEG 6000

Pembuatan PEG 6000 dilakukan dengan cara melarutkan PEG 6000 dalam
akuades sesuai konsentrasi 0%, 10%, 20%, 30% dan 40%. Pada
konsentrasi 10% dilarutkan PEG sebanyak 10 gram di dalam 100 ml
akuades, konsentrasi 20% dilarutkan PEG sebanyak 20 gram di dalam 100
ml akuades, konsentrasi 30% dilarutkan PEG sebanyak 30 gram di dalam
100 ml akuades, dan konsentrasi 40% dilarutkan PEG sebanyak 40 gram
di dalam 100 ml akuades.

Pengaplikasian PEG 6000 dan Pengamatan

Anggrek bulan yang berumur 3 bulan diberikan larutan PEG 6000 dengan
cara disiram 1 kali yaitu sebanyak 20 ml pada masing-masing medium
tanam sesuai dengan konsentrasi PEG 6000 yang tertera pada label
polybag. Sedangkan pada PEG 6000 dengan konsentrasi 0% (kontrol)
tetap dilakukan penyiraman menggunakan air seperti biasanya.
Pengamatan dilakukan selama 4 minggu setelah diberi PEG 6000 untuk

mengetahui karakterisasi tanaman anggrek bulan dan analisis pola DNA.
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3.4.5. Karakterisasi Anggrek Bulan [Phalaenopsis amabilis (L.) Blume]

Karakterisasi tanaman anggrek bulan terhadap cekaman kekeringan
ditinjau melalui indeks toleransi cekaman, kandungan klorofil, kandungan

gula reduksi, dan analisis pola DNA.

3.4.5.1. Kandungan Klorofil

Bahan yang digunakan untuk analisis klorofil yaitu daun
tanaman anggrek bulan yang telah diseleksi dengan PEG 6000
menggunakan metode Miazek (2002) dengan
spektrofotometer. Daun tanaman anggrek bulan yang seragam
sebanyak 0,1 gram, kemudian digerus dengan mortar dan
ditambahkan 10 ml ethanol 96%. Larutan disaring dengan
kertas Whatman No. 1 dan dimasukkan ke dalam flakon lalu
ditutup rapat. Larutan sampel dan larutan standar (etanol 96%)
diambil sebanyak 1 mL dimasukkan ke dalam kuvet. Setelah
itu, dilakukan pembacaan serapan dengan spektrofotometer
UV pada panjang gelombang sebesar 664 nm dan 648 nm
dengan tiga kali ulangan setiap sampel. Kadar klorofil dihitung

dengan menggunakan Rumus Wintermans dan De Mots

(1965):

Chl, = 13,36 A664 — 5,19 A648 evveeeriieeeeiiieeeieeee (1)
Chly =27.43 A6a3— 8,12 A664 cevvvvvveeeieiiiiiiiiiiieiieeee (2)
Chliotal =22,24 A648 + 5,24 A664 cvveemveeieneiieeeeeee 3)
Keterangan:

Chl, = Klorofil a

Chly = Klorofil b

Chliotal = Klorofil Total

Asss = Absorbansi pada panjang gelombang 664 nm

Aeas = Absorbansi pada panjang gelombang 648 nm
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3.4.5.2. Indeks Toleransi Cekaman (ITC)

Nilai dari indeks toleransi cekaman dapat dihitung dengan

menggunakan rumus berikut (Fernandez, 1992).

_ YpixYsi

ITC 100% weveeeeieeieeiceeee 4
(P2 ° @

Keterangan:

ITC = Indeks toleransi cekaman

Ypi = Berat basah tanaman pada kondisi normal

Ysi = Berat basah tanaman pada kondisi tercekam

Yp = Rata-rata berat basah dari seluruh tanaman

pada kondisi optimum

Kriteria untuk menentukan tingkat toleransi tanaman terhadap

cekaman kekeringan sebagai berikut.

- Jika nilai ITC 0,5 maka tanaman peka cekaman kekeringan.

- Jika 1,0 <ITC> 0,75 maka tanaman medium toleran cekaman
kekeringan.

- Jika ITC > 1,0 maka tanaman toleran cekaman kekeringan.

3.4.5.3.Kandungan Gula Reduksi

Ekstrak daun anggrek bulan segar (larutan ekstrak harus
jernih) masing-masing konsentrasi diambil 1 mL, dimasukkan
ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 1 mL regensia nelson
ke setiap tabung. Larutan yang telah ditambahkan regensia
nelson kemudian dipanaskan pada penangas air mendidih
selama 20 menit. Larutan tersebut kemudian didinginkan di
dalam gelas piala yang berisi air dingin sampai suhu tabung
25°C, lalu ditambahkan 1 mL regensia arsenomolybdat,
homogenkan hingga endapan larut. Setelah homogen,
ditambahkan 7 ml akuades dan dikocok hingga homogen.
Larutan diukur dengan spektrofotometer pada panjang
gelombang 695 nm, kemudian dibuat kurva kalibrasi hubungan

antara konsentrasi glukosa dengan absorbansi.



23

Menurut Pujiati dan Novi (2016), kandungan gula reduksi

dihitung menggunakan rumus:

X.FP.VL

Kandungan gula reduksi (%) = =5 X 100%..cccveeieennnnns %)
Keterangan:

X = Nilai X Sampel (g/L)

FP = Faktor Pengenceran

VL = Volume Larutan Sampel (L)

BS = Massa Sampel (g)

3.4.5.4.Pola DNA
1. [Isolasi DNA Anggrek Bulan

Ekstraksi DNA dilakukan berdasarkan metode Doyle and
Doyle (1990). Sebanyak 0,1 gram sampel daun anggrek
bulan segar ditimbang dan digerus menggunakan mortar
dan pestle, kemudian ditambahkan 1,5 mL buffer ekstraksi
yang mengandung 2% CTAB, 100 mM Tris-HCI pH 8, 1,4
M NaCl, 2 mercaptoethanol, dan 20 mM EDTA pH 8.
Suspensi tersebut dimasukkan ke dalam tabung eppendorf
dan diinkubasi pada suhu 65 °C selama 40 menit dalam
waterbath, dengan pengadukan secara kontinyu. Setelah
itu, suspensi disentrifugasi pada 14.000 rpm selama 10
menit. Supernatan yang dihasilkan dipindahkan ke dalam
tabung eppendorf baru sebanyak 1,5 pLL dan ditambahkan

1x campuran kloroform: isoamilalkohol (24:1).

Tabung eppendorf divortex hingga homogen dan
disentrifugasi pada 14.000 rpm selama 10 menit. Lapisan
bagian atas (supernatan) diambil, kemudian ditambahkan
Isopropanol dingin (-20°C). Campuran tersebut diinkubasi

pada -20°C selama 1 jam, kemudian disentrifugasi pada
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kecepatan 14.000 rpm selama 4 menit dan supernatan
dibuang. Pelet DNA yang terbentuk dicuci dengan 500 uL
etanol 70% dan disentrifugasi pada 14.000 rpm selama 3
menit. Cairan etanol dibuang, dan pelet DNA yang
dihasilkan dikeringkan, kemudian ditambah dengan 100
uL air steril dan disimpan pada suhu -20°C.

Pola DNA Anggrek Bulan dengan Metode RAPD
(PCR-RAPD)

Untuk analisis PCR menurut William et al. (1990), DNA
template yang telah dilarutkan dalam TE disiapkan dengan
primer yang digunakan sesuai dengan Tabel 2. Premix
PCR disiapkan dengan komposisi: kit Bio Line sebanyak
12,5 uL, primer 2,0 uL pada konsentrasi 100 uM, DNA
template 2,0 pL pada konsentrasi 40 ng/uL, dan Nuclease
Free Water sebanyak 8,5 pL, sehingga volume totalnya
adalah 25,00 pL. Primer RAPD yang digunakan tercantum
dalam Tabel 2.

Tabel 2. Primer RAPD untuk Phalaenopsis amabilis

Urutan Nukleotida

No  Primer (5" -3 Referensi
1. OPB 14 TCCGCTCTGG Nurcalzlgzit;l etal.,
2. OPB 20 GGA CCCTTAC Nurcalzlgellr; etal.,

Proses amplifikasi dilakukan menggunakan mesin PCR
(GenAmp 2400) dengan kondisi reaksi PCR yang
berdasarkan mengikuti metode William et al. (1990)
disajikan pada Tabel 3 berikut:
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Tabel 3. Kondisi Reaksi PCR — RAPD

Reaksi Temperatur (°C) Waktu (Detik)
Predenaturasi 95 180
Denaturasi 95 15
Annealing 36 15
Elongasi 72 30
Post-elongasi 72 420

3. Elektroforesis

Elektroforesis dilakukan dengan metode Sambrook et al.
(1989). Pembuatan 500 mL buffer TBE 1x dilakukan
dengan mencampurkan 50 mL larutan buffer TBE 10x
dengan aquades hingga volume mencapai 500 mL.
Minigel agarose 1,5% (g/v) dibuat dengan cara
menambahkan 1,5 g agarose ke dalam 100 mL buffer TBE
1x, kemudian dipanaskan menggunakan microwave
hingga semua agarose larut. Setelah itu, larutan
didinginkan hingga suhu 50-55°C, dan ditambahkan 5 pLL
Good View. Agarose cair dituangkan ke dalam glassplate
dan sisir, kemudian didiamkan selama sekitar 30 menit
hingga mengeras. Sampel DNA sebanyak 25 uL hasil PCR
dimasukkan ke dalam sumuran gel, dan 10 pL DNA
marker dimasukkan ke sumuran lainnya. Gel dimasukkan
ke dalam tangki elektroforesis yang telah diisi dengan
buffer TBE 1x dan dijalankan pada tegangan 100 volt
selama 30 menit. Hasil elektroforesis divisualisasi dengan

sinar UV menggunakan UV Transiluminator.



26

3.5.Analisis Data

Data berupa data kualitatif dan kuantitatif. Data kualitatif disajikan dalam
bentuk deskriptif komparatif yang didukung oleh foto. Data kuantitatif
ditabulasi dengan faktor konsentrasi yang berbeda. Data kuantitatif dari setiap
parameter dianalisis dengan menggunakan Analisis Ragam (Analysis of
Variance) dan jika terdapat perbedaan nyata dilakukan uji dengan uji Beda

Nyata Jujur (BNJ) pada taraf nyata 5% (Sastrosupadi, 2000).



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan dapat disimpulkan sebagai
berikut.

1. Konsentrasi PEG 6000 sebesar 40% merupakan batas toleransi cekaman
kekeringan yang masih mampu dipertahankan oleh tanaman Phalaenopsis
amabilis.

2. Respon fisiologis yang terbentuk pada tanaman Phalaenopsis amabilis
terhadap cekaman kekeringan yang diinduksi PEG 6000 secara in vivo
meliputi:

a. Semakin tinggi konsentrasi PEG 6000 maka kandungan klorofil a,
klorofil b, dan klorofil total mengalami penurunan.

b. Semakin tinggi konsentrasi PEG 6000 maka kandungan gula reduksi
semakin meningkat.

c. Indeks tolerasi cekaman Phalaenopsis amabilis dengan konsentrasi
PEG 40% digolongkan tanaman toleran kekeringan.

3. Terdapat pita DNA baru (spesifik) pada tanaman Phalaenopsis amabilis
hasil pemberian PEG 6000 toleran terhadap cekaman kekeringan, pada
primer OPB 14 dengan ukuran +500 bp dan primer OPB 20 dengan
ukuran £390 bp dan £500 bp.

5.2. Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan secara in vivo pada tanaman
Phalaenopsis amabilis, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai

analisis kimia seperti kandungan prolin, dan analisis sequencing.
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