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ABSTRAK

Nama : Muhammad Heikal
Program Studi : Biologi
Judul : Pengaruh Arang Aktif terhadap Pencokelatan pada

Kultur Daun Dendrobium lasianthera J.J.Sm

Pengaruh arang aktif terhadap pencokelatan pada kultur daun Dendrobium
lasianthera J.J.Sm telah diteliti di Laboratorium Fisiologi Tumbuhan Departemen
Biologi. Penelitian bertujuan untuk mengetahui respons eksplan terhadap
penambahan arang aktif pada medium ½ MS (Murashige dan Skoog) modifikasi
dan untuk mengetahui konsentrasi arang aktif yang tepat dalam mengurangi
pencokelatan pada kultur daun Dendrobium lasianthera. Pemberian arang aktif
pada medium ½ MS modifikasi dibagi menjadi empat kelompok: Kontrol (K =
0%), Perlakuan 1 (P1 = 0,1%), Perlakuan 2 (P2 = 0,2%), dan Perlakuan 3 (P3 =
0,3%). Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan arang aktif 1%, 2%,
dan 3% dapat mengurangi pencokelatan, yaitu 10% eksplan mengalami
pencokelatan, 78% eksplan tetap hijau, dan  12% eksplan mengalami bleaching.
Konsentrasi arang aktif 3 g/l cenderung lebih baik dalam mengurangi
pencokelatan.

Kata kunci        : Dendrobium lasianthera, pencokelatan, arang aktif
xiv + 37 hlm     : 11 gambar; 2 tabel; 4 lampiran
Daftar Pustaka  : 42 (1987--2009)
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ABSTRACT

Name : Muhammad Heikal
Study Programme : Biologi
Title : Influence of Activated Charcoal to Browning in Leaf

Culture of Dendrobium lasianthera J.J.Sm

The effect of activated charcoal to browning in leaf culture of Dendrobium
lasianthera J.J.Sm were studied in the Laboratory of Plant Physiology at
Department of Biology. This study was aimed to know the respons of explants
and to determine the best concentration of activated charcoal to minimize the
browning. Treatment of activated charcoal in ½ MS medium divided into four
group: Control (K = 0%), Treatment 1 (P1 = 0,1%), Treatment 2 (P2 = 0,2%),
and Treatment 3 (P3 = 0,3%). Explant responded by browning (10%), staying
green (78%), and bleaching (12%). The result showed that activated charcoal 1%,
2%, and 3% can minimize the effect of browning. The best result were obtained
with ½ MS medium supplemented with 3 g/l activated charcoal.

Key words : Dendrobium lasianthera, browning, activated charcoal
xiv + 37 pages : 11 pictures; 2 tables; 4 attachment
Bibliography : 42 (1987--2009)
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BAB I
PENDAHULUAN

Dendrobium memiliki lebih dari 1000 spesies di alam dan merupakan

genus anggrek terbesar kedua di dunia (Puchooa 2004: 884). Dendrobium

merupakan anggrek yang banyak digemari karena memiliki bentuk dan variasi

warna yang beragam (Widiastoety & Bahar 1995: 76; Sunitibala & Kishor 2009:

448).  Selain itu, bunga Dendrobium tidak cepat layu saat dimanfaatkan sebagai

bunga potong (Widiastoety & Bahar 1995: 76).  Terbukti bahwa Dendrobium

adalah salah satu genus terpenting dalam industri bunga potong di Asia Tenggara

(Arditti 2008: 531).

Dendrobium lasianthera merupakan anggrek spesies yang berasal dari

Papua Nugini (O’Byrne 1994: 244). Convention on International Trade in

Endangered Species Wild Fauna and Flora (CITES) memasukkan anggrek D.

lasianthera ke dalam kategori Appendiks II, hal itu berarti anggrek tersebut dapat

terancam punah jika perdagangannya tidak diatur dengan jelas.  Terkait dengan

hal tersebut, perlu diadakan konservasi dengan tujuan mengembangkan metode

untuk menghindari kepunahan spesies (Primack dkk. 1998: 2).  Budidaya

merupakan salah satu cara yang dapat dilakukan untuk menyelamatkan anggrek

spesies (Dressler 1990: 118).

Dendrobium lasianthera berkembangbiak secara vegetatif dengan

membentuk tunas pada pangkal batang, sedangkan secara generatif melalui biji

(O’Byrne 1994: 244).  Namun, perkembangbiakan alami tersebut relatif sulit

terjadi.  Hal tersebut dikarenakan perkecambahan biji secara alami membutuhkan

simbiosis dengan fungi untuk memperoleh nutrisi dari substrat (Dressler 1990:

76--77;  Anjum dkk. 2006: 1738).

Fay (1994) menyatakan bahwa solusi tepat untuk tumbuhan yang sulit

dikembangbiakan secara konvensional ialah dengan cara kultur in vitro (lihat

Aktar dkk. 2007: 8).  Perbanyakan melalui kultur in vitro dapat menghasilkan

anakan dalam jumlah besar, seragam, dan lebih cepat daripada secara

konvensional (Anjum dkk. 2006: 1738).  Keuntungan lain dari kultur in vitro

dibandingkan metode konvensional di antaranya hanya menggunakan sedikit

eksplan, cenderung terhindar dari virus, kondisi lingkungan dapat diatur, dan tidak
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tergantung musim (George dkk. 2008: 30). Kultur in vitro secara umum

dipengaruhi oleh genotip, medium, zat pengatur tumbuh (ZPT), lingkungan

kultur, dan eksplan (George & Sherrington 1984: 125).

Kultur in vitro Dendrobium telah banyak dilakukan, di antaranya adalah

Dendrobium transparens (Alam dkk. 2002: 111--115; Sunitibala & Kishor 2009:

448--452), Dendrobium formosum (Nasirudin dkk. 2003: 955--957), Dendrobium

microbulbon (Sharma dkk. 2007: 381--384), Dendrobium strongylanthum (Kong

dkk. 2007: 61--64), Dendrobium candidum (Peng Zhao dkk. 2008: 178--185), dan

Dendrobium densiflorum (Jian Ping Luo dkk. 2008: 333--340).  Eksplan yang

sudah digunakan dalam kultur in vitro Dendrobium di antaranya ujung tunas,

meristem, tunas aksilar, nodus, daun, tangkai bunga, nodus batang, dan

pseudobulb (Arditti 2008: 518--555).

Informasi tentang kultur in vitro vegetatif D. lasianthera belum diketahui

sehingga perlu dilakukan penelitian untuk memperoleh medium dasar yang tepat.

Akan tetapi, pada prapenelitian terdapat masalah pencokelatan.  Pencokelatan

yang terjadi diduga karena oksidasi senyawa fenol dan terjadi saat sel terluka

(George dkk. 2008: 6).  Oleh karena itu, diperlukan solusi untuk mencegah

pencokelatan agar perbanyakan D. lasianthera secara in vitro berjalan optimal.

Salah satu solusi untuk mencegah pencokelatan dapat digunakan arang aktif

sebagai adsorban (George & Sherrington 1984: 335; Van Staden & Pan 1998:

160; Abdelwahd dkk. 2008: 1000; Arditti 2008: 96--99; George dkk. 2008: 258;

Thomas 2008: 621).

Konsentrasi arang aktif  yang telah digunakan pada kultur in vitro anggrek

berkisar pada 0,001--2 g/l (Lampiran 4) (Thomas 2008: 626--627).  Penggunaan

arang aktif dengan konsentrasi 2 g/l dapat menghilangkan efek fenol pada anggrek

Disa spp. (Thomas 2008: 626).  Selain itu, penelitian pada tanaman Hyophorbe

lagenicaulis menunjukkan bahwa medium MS yang ditambahkan 2 g/l arang aktif

dapat mencegah pencokelatan (Thomas 2008: 622 & 623).  Akan tetapi,

konsentrasi arang aktif yang tepat untuk mengurangi pencokelatan pada kultur in

vitro D. lasianthera belum diketahui.  Oleh karena itu, perlu diketahui konsentrasi

arang aktif yang tepat sehingga pencokelatan dapat dicegah tanpa menghambat

pertumbuhan eksplan.
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Penelitian ini menggunakan daun anggrek Dendrobium lasianthera

sebagai eksplan.  Daun tersebut berasal dari planlet hasil kultur in vitro.  Eksplan

daun ditanam pada medium ½ MS yang ditambahkan NAA 1 mg/l dan BAP 0,1

mg/l (Kontrol) serta diberi perlakuan penambahan arang aktif pada konsentrasi 1

g/l, 2 g/l, dan 3 g/l.

Tujuan penelitian adalah untuk mengetahui respons eksplan terhadap

penambahan berbagai konsentrasi arang aktif pada medium ½ MS modifikasi dan

untuk mengetahui konsentrasi arang aktif yang tepat untuk menghindari

pencokelatan pada kultur daun D. lasianthera.  Hipotesis penelitian adalah

eksplan tidak mengalami pencokelatan pada medium yang ditambahkan arang

aktif dan penambahan arang aktif dengan konsentrasi 2 g/l lebih tepat dalam

mengurangi pencokelatan dibandingkan konsentrasi 1 g/l dan 3 g/l.  Hasil

penelitian diharapkan dapat digunakan sebagai dasar penelitian tingkat lanjut

mengenai kultur in vitro D. lasianthera karena pencokelatan eksplan merupakan

masalah utama yang harus diatasi.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Dendrobium lasianthera J.J.Sm

2.1.1  Klasifikasi dan deskripsi

Dendrobium lasianthera termasuk dalam famili Orchidaceae dan kelas

Monocotyledoneae (Dressler 1990: 201--231). Dendrobium lasianthera dapat

ditemukan pada ketinggian 1--100 meter di atas permukaan laut.  Habitat asli D.

lasianthera berada di Papua Nugini. Dendrobium lasianthera hidup menempel

pada pohon atau disebut epifit (O’Byrne 1994: 244; Millar 1999: 61).  Pada

umumnya, D. lasianthera menempel pada cabang pohon yang ada di hutan hujan

tropis (Millar 1999: 61).

Anggrek D. lasianthera umumnya dapat tumbuh sampai 2 m, memiliki

batang yang kuat dan keras serta berdaun hijau tua (Gambar 2.1.1(1)).

Dendrobium lasianthera memliki perbungaan majemuk.  Tangkai bunga utama

panjangnya berkisar 35--50 cm dengan jumlah bunga antara 10 dan 12 kuntum.

Petalnya tegak dan melintir berwarna cokelat sampai merah tua dengan kilau

merah nyala dan tepinya berwarna kuning. Sepal memiliki warna yang sama

dengan petal dan juga melintir (Gambar 2.1.1(2)) (Millar 1999: 61).

2.1.2  Perkembangbiakan alami

Dendrobium lasianthera berkembangbiak secara vegetatif dengan

membentuk tunas pada pangkal batang (Dressler 1990: 22--24), sedangkan secara

generatif menggunakan biji.  Biji anggrek tidak memiliki endosperm (Batygna

dkk. 2003: 22).  Perkecambahan biji secara alami membutuhkan simbiosis dengan

fungi untuk memperoleh nutrisi dari substrat (Dressler 1990: 76--77;  Anjum dkk.

2006: 1738).
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Gambar 2.1.1(1) Tanaman Dendrobium lasianthera J.J.Sm
[Dokumentasi pribadi]

Gambar 2.1.1(1) Bunga Dendrobium lasianthera yang tersusun dari
(a) petal lateral, (b) sepal dorsal, (c) labellum, dan (d) sepal lateral

[Dokumentasi pribadi]
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2.2  Kultur in vitro Dendrobium dan Faktor-faktor yang Memengaruhinya

Anggrek Dendrobium yang telah diperbanyak secara vegetatif in vitro di

antaranya D. antennatum (Kusmianto 2008: 1--72), D. transparens (Sunitibala &

Kishor 2009: 448--452), dan D. densiflorum (Jian-Ping Luo dkk. 2008: 333--340).

Sementara itu, Anggrek Dendrobium yang telah diperbanyak secara generatif in

vitro di antaranya D. transparens (Alam dkk. 2002: 111-115), D. strongylanthum

Rchb.f. (Kong dkk. 2007: 61--64), dan D. densiflorum (Jian-Ping Luo dkk. 2008:

333--340).  Medium yang telah digunakan pada kultur in vitro Dendrobium di

antaranya VW (Vacin & Went), Knudson (Puchooa 2004: 884--888), ½ MS

(Sunitibala & Kishor 2009: 448--452), B5, N6 (Kong dkk. 2007: 61--64), New

Phalaenopsis (Aktar dkk. 2008: 48--51), Hyponex, MS (Murashige & Skoog), dan

Knudson C (Alam dkk. 2002: 111--115).

Eksplan yang telah digunakan dalam kultur in vitro anggrek adalah ujung

tunas, meristem, tunas aksilar, daun, tangkai bunga, nodus batang, dan pseudobulb

(Arditti 2008: 518--555).  Eksplan daun yang pertama kali dilaporkan dapat

menghasilkan PLBs (Protocorm-like bodies) berasal dari Cymbidium (Wimber

1965) (lihat Arditti 2008: 48).  Penelitian kultur in vitro Dendrobium

menggunakan eksplan daun dengan tujuan untuk memperoleh PLBs telah berhasil

dilakukan oleh Nasiruddin dkk. (2003: 255--257).  Hasil penelitian tersebut

menyatakan bahwa medium ½ MS yang ditambahkan bubur pisang merupakan

media terbaik untuk kultur in vitro Dendrobium. Faktor yang memengaruhi kultur

in vitro dapat dibagi menjadi empat, yaitu medium, zat pengatur tumbuh, eksplan,

dan lingkungan (George dkk. 2008: 1--5).

2.2.1  Medium

Secara umum, medium kultur in vitro mengandung makronutrien,

mikronutrien, gula, zat pengatur tumbuh, vitamin, zat pemadat (agar), asam

amino, dan buffer (George dkk. 2008: 65--66).  Nutrisi diambil oleh tumbuhan

secara aktif dan pasif. Pengambilan nutrisi dipengaruhi oleh pH dan suhu (George

dkk. 2008: 67).  Medium MS merupakan medium yang umum digunakan pada
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hampir semua jenis tumbuhan (Gunawan 1987: 198; Pierik 1987: 63).  Kadar N-

anorganik dalam medium MS lebih tinggi dibandingkan pada medium lain

(George & Sherrington 1984: 189).

Medium MS dapat dimodifikasi kadar atau jumlahnya sesuai dengan

tujuan kultur (Wetter & Constabel 1991: 2--9).  Kadar makronutrien dan

mikronutrien medium MS dapat dimodifikasi menjadi setengah kali (½ MS) atau

seperempat kali (¼ MS) kadar resep (Kong dkk. 2007: 61).  Medium yang

digunakan pada kultur in vitro anggrek menunjukkan kebutuhan spesifik setiap

spesies, hibrid, tumbuhan, dan asal biji  (Arditti 2008 :63).

2.2.1.1  Makronutien dan mikronutrien

Makronutrien dibutuhkan dalam jumlah banyak oleh tumbuhan, sedangkan

mikronutrien dibutuhkan dalam jumlah sedikit.  Unsur makronutrien di antaranya

Nitrogen (N), Fosfor (P), Potasium (K), Sodium (Na), Magnesium (Mg), Sulfur

(S), Kalsium (Ca), dan Klorida (Cl).  Unsur mikronutrien di antaranya Mangan

(Mn), Zinc (Zn), Boron (B), Cuprum (Cu), Molibdenum (Mo), Cobalt (Co),

Alumunium (Al), Nikel (Ni), Iodin (I), Silikon (Si), dan Iron (Fe) (George dkk.

2008: 65--102).

2.2.1.2  Vitamin

Vitamin dibutuhkan oleh tumbuhan sebagai katalis metabolisme.  Vitamin

yang sering digunakan dalam kultur in vitro adalah thiamine, nicotinic acid,

pyridoxine, dan myo-inositol. Thiamine merupakan kofaktor penting dalam

metabolisme karbohidrat dan berperan langsung dalam biosintesis beberapa asam

amino (George dkk. 2008: 115--119).

2.2.1.3  Asam amino

Asam amino mempunyai peran utama, yaitu sebagai agen pengkhelat

sehingga meningkatkan ketersediaan beberapa mikronutrien.  Asam amino juga
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berfungsi sebagai buffer medium sehingga menjaga pH tetap stabil.  Fungsi

lainnya adalah sebagai nutrisi (George dkk. 2008: 123 & 124).

3.2.1.4  Gula

Gula berperan penting dalam kultur in vitro, yaitu sebagai sumber energi

dan sumber karbon.  Sukrosa adalah gula yang umum digunakan dalam kultur

jaringan.  Sukrosa dalam medium kultur biasanya terhidrolisis secara total atau

sebagian menjadi glukosa dan fruktosa.  Sebagian hidrolisis sukrosa terjadi saat

medium disterilisasi menggunakan autoklaf.  Hidrolisis sukrosa juga terjadi pada

medium saat proses kultur in vitro berlangsung.  Proses hidrolisis tersebut

dilakukam oleh enzim invertase yang berada pada dinding sel tumbuhan atau

enzim invertase yang disekresi keluar sel.  Alternatif sukrosa dapat digunakan

glukosa, maltosa, dan  raffinosa (George dkk. 2008: 124--132).

2.2.2  Zat pengatur tumbuh (ZPT)

Zat pengatur tumbuh adalah senyawa berkonsentrasi rendah yang mampu

mengatur pertumbuhan atau morfogenesis tumbuhan (George dkk. 2008: 3 &

175).  Zat pengatur tumbuh dapat dibagi menjadi lima kelompok, yaitu auksin,

sitokinin, giberelin, etilen, dan asam absisat.  Auksin dan sitokinin adalah

senyawa paling penting dalam mengatur pertumbuhan dan morfogenesis pada

kultur in vitro (George dkk. 2008: 175).

2.2.2.1  Auksin

Auksin sudah digunakan secara universal dalam kultur in vitro tumbuhan.

Kombinasi auksin dengan sitokinin dapat meningkatkan pertumbuhan kalus,

suspensi sel, dan mengatur morfogenesis.  Auksin mengontrol pembelahan dan

pemanjangan sel sehingga berperan dalam pembentukan meristem atau jaringan

lain yang belum terdiferensiasi.  Jaringan yang sudah terdiferensiasi akan

dikontrol polaritasnya oleh auksin.  Auksin juga mengatur dominansi apikal pada
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semua tumbuhan.  Pemilihan auksin dan konsentrasinya tergantung pada tipe

pertumbuhan dan atau perkembangan yang dibutuhkan, transfer auksin dalam

jaringan target, inaktifasi auksin pada medium dan eksplan, auksin endogen pada

eksplan, sensitifitas eksplan terhadap auksin, serta interaksi auksin eksogen

dengan auksin endogen (George dkk. 2008: 175 & 176).

Auksin dapat terbentuk secara alami dan buatan (sintetis).  Contoh auksin

alami adalah IAA (Indol Acetic Acid), sedangkan auksin buatan adalah NAA

(Naphthalene Acetic Acid), IBA (Indol Butyric Acid), dan 2,4 D (Dichlorophenoxy

acetic acid). Secara umum, auksin sintetis lebih stabil dan lebih aktif

dibandingkan auksin alami (Arditti 2008: 73).  Sebagian besar auksin hancur jika

diautoklaf pada suhu 110--120° C selama 50--60 menit, dan khususnya pada pH

tidak asam.  Autoklaf pada pH rendah dan faktor lain dapat merusak IAA

(Posthumus, 1971) (lihat Arditti 2008: 76). Indol Acetic Acid (IAA) dan IBA

pada medium dapat terdegradasi oleh cahaya (Van Staden & Pan 1998: 157).

2.2.2.2  Sitokinin

Sitokinin menginisiasi proses sintesis protein dan berperan dalam

mengatur siklus sel serta menstimulasi pembelahan sel.  Sitokinin juga dapat

meningkatkan kematangan kloroplas dan menghambat pengguguran daun.

Kinetin adalah sitokinin yang pertama kali ditemukan (George dkk. 2008: 205).

Sitokinin alami adalah zeatin, sedangkan sitokinin sintetis adalah kinetin (6-

furfuryl aminopurine), benzyladenine (N6-benzylaminopurine, N6-benzyladenine,

BA, BAP), dimethylaminopurine (DMAP), dan thidiazuron (TDZ).  Pada

umumnya, sitokinin tidak rusak jika diautoklaf (Arditti 2008: 76--77).

2.2.3  Eksplan

Eksplan adalah organ kecil atau potongan jaringan yang berasal dari

tumbuhan donor (George dkk. 2008: 4).  Pemilihan eksplan berdasarkan pada jenis

kultur yang diinisiasi, tujuan kultur, dan spesies yang digunakan.  Secara in vitro,

kalus dapat terinduksi hampir dari semua bagian tumbuhan (Hopkins 1999: 478).
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Salah satu tipe eksplan yang dapat digunakan untuk menghasilkan Protocorm-like

bodies adalah daun.  Menurut penelitian Nasiruddin dkk. (2003: 255), eksplan

daun Dendrobium berhasil diinisiasi untuk dapat membentuk kalus atau PLBs.

Faktor-faktor yang terkait dengan eksplan daun yang digunakan dalam kultur in

vitro, antara lain kesehatan tumbuhan dan faktor perlukaan (Pierik 1987: 110--

112), umur eksplan (George & Sherrington 1984: 171), dan posisi eksplan

terhadap medium (Loveless 1983: 119; Hopkins 1999: 150).  Sumber eksplan

yang lebih mudah dalam membentuk kalus umumnya berasal dari tumbuhan yang

sehat serta bebas dari patogen (Pierik 1987: 110).  Menurut George & Sherrington

(1984: 171), umur eksplan berpengaruh terhadap pertumbuhan kultur.  Eksplan

yang masih muda umumnya banyak memiliki sel-sel yang bersifat meristematis

dibandingkan dengan eksplan yang lebih tua.  Posisi daun bagian abaksial

umumnya bersentuhan dengan medium, sehingga memudahkan eksplan menyerap

nutrisi karena sebagian besar stomata daun pada tanaman herba dikotil umumnya

berada di bagian abaksial (Loveless 1983: 119; Hopkins 1999: 150).  Pada bagian

eksplan yang dilukai terjadi penyerapan nutrisi dan zat pengatur tumbuh sehingga

terbentuk kalus lebih awal dibandingkan daerah yang tidak dilukai (Pierik 1987:

112).

2.2.4  Lingkungan

Pencahayaan, suhu, dan derajat keasaman (pH) merupakan faktor yang

perlu diperhatikan untuk pertumbuhan dan perkembangan kultur (Pierik 1987:

65). Tumbuhan di alam tumbuh di bawah sinar matahari. Tumbuhan yang

dikultur secara in vitro menggunakan cahaya buatan yang menyerupai cahaya

matahari (Arditti 2008: 1429). Fotoperiodisitas pada kultur in vitro anggrek

berkisar pada 0--24 jam (Arditti 2008: 113). Pemaparan cahaya yang terlalu lama

(24 jam) dapat menyebabkan eksplan mengalami bleaching (Poobathy dkk. 2009:

73). Cahaya juga dapat menghambat pembelahan sel pada eksplan di beberapa

kasus (George dkk. 2008: 443). Selain itu, cahaya tampak dapat meningkatkan

biosintesis senyawa fenol pada kloroplas (Kefeli 2003: 15).
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Suhu pada pemeliharaan anggrek umumnya 22--260 C (Arditti & Ernst

1993: 610).  Derajat keasaman (pH) merupakan ukuran konsentrasi ion hidrogen

(H+) yang mempunyai efek terhadap eksplan.  Derajat keasaman (pH) dapat

memengaruhi kelarutan garam, pengambilan unsur pada medium, dan efisiensi

agar (George dkk. 2008: 143). Derajat keasaman yang umum digunakan dalam

kultur in vitro anggrek berkisar 5,6--5,8 (Arditti & Ernst 1993: 61).

2.3  Pencokelatan sebagai Salah Satu Masalah dalam Kultur in vitro

Eksplan dapat mengalami pencokelatan setelah diisolasi dan hal tersebut

menghambat pertumbuhan sehingga jaringan menjadi mati.  Eksplan yang

dipotong dapat mengeluarkan senyawa fenol.  Oksidasi senyawa fenol akan

menghambat aktifitas enzim dan menyebabkan media menjadi hitam.  Kemudian,

eksplan menjadi hitam dan mati (Arnaldos dkk. 2001: 316; Ozyigit dkk. 2007: 7;

George dkk. 2008: 6;  Shagufta naz dkk. 2008: 2536).  Jaringan muda lebih rentan

mengalami pencokelatan dibandingkan jaringan tua (George & Sherrington 1984:

334--340).

Pencokelatan jaringan disebabkan oleh enzim oksidase yang mengandung

coper (Cu) seperti fenoloksidase dan tirosin karena enzim tersebut menciptakan

kondisi oksidatif saat jaringan terluka.  Senyawa fenol mempunyai peran penting

dalam oksidasi IAA.  Toksisitas senyawa fenol kemungkinan tergantung ikatan

hidrogen pada protein.  Pertumbuhan tidak dapat diperbaiki saat fenol teroksidasi

menjadi quinon yang sangat aktif (Gambar 2.3) (George & Sherrington 1984:

335).

Gambar 2.3 Oksidasi fenol menjadi quinon
[Sumber: Paselk, R. 2004.]

Fenol mungkin dapat berfungsi sebagai modulator dalam perkembangan

tumbuhan, yaitu dengan mengkatalis reaksi  IAA.  Akan tetapi, beberapa
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monofenol menghambat oksidasi IAA.  Efek fenol lainnya adalah meningkatkan

rigidity dinding sel, yaitu berperan sebagai jembatan molekuler di antara

komponen dinding sel (Fry 1986) (lihat Arnaldos dkk. 2001: 315).  Fenol dapat

menghambat atau menstimulasi pertumbuhan tergantung dari spesies (Ozyigit dkk.

2007: 8).

Pencokelatan dapat dikurangi dengan beberapa cara di antaranya

mengurangi konsentrasi senyawa fenol, menonaktifkan enzim fenolase, dan

mengurangi konsentrasi enzim fenolase.  Senyawa fenol dapat dikurangi dengan

melakukan pencucian.  Eksplan yang diisolasi dapat direndam dalam air steril

selama 2--3 jam sebelum ditanam pada medium (George & Sherrington 1984: 335

& 336).  Selain itu, solusi untuk mengurangi pencokelatan dapat menggunakan

arang aktif, cysteine, asam askorbat, PVP (Polyvinylpyrrolidone), dan silver

nitrate (Abdelwahd dkk. 2008: 1000; George dkk. 2008: 621).

Menurut hasil penelitian Abdelwahd dkk. (2008: 997--1002), arang aktif

dan asam askorbat lebih efektif dibandingkan cysteine dan silver nitrate dalam

mencegah pencokelatan pada tanaman Vicia faba.  Selain itu, arang aktif lebih

efektif dibandingkan asam askorbat dan PVP dalam mengurangi pencokelatan

pada Dipterocarpus alatus dan Dipterocarpus intricatus (Pan & Van Staden 1998:

156). Sementara itu, Chang dkk. (2001: 497) menyatakan bahwa, arang aktif yang

dikombinasikan dengan silver nitrate lebih efektif dibandingkan PVP dan asam

askorbat pada Taxus mairei.

2.4 Arang aktif sebagai Salah Satu Solusi untuk Mengurangi Pencokelatan

Penelitian tentang penggunaan arang aktif dalam kultur in vitro tumbuhan

sudah sering dilakukan. Arang aktif mempunyai sifat adsorptif yang kuat

terhadap koloid, benda padat, gas, dan uap air.  Arang aktif cenderung

mengadsorbsi zat aromatik seperti fenol, auksin, dan sitokinin.  Zat terlarut dalam

larutan atau medium yang terkena kontak dengan arang aktif akan teradsorbsi.

Adsorbsi akan terus berlanjut sampai terjadi keseimbangan antara adsorbed dan

desorbed.  Kapasitas daya serap arang aktif tergantung pada kepadatan medium,
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kemurnian arang aktif dan pH.  Selain itu, penggunaan arang aktif pada kultur in

vitro dipengaruhi oleh spesies yang dikultur (Pan & Van Staden 1998: 155--156).

Secara umum, efek arang aktif dalam kultur in vitro adalah:

 Arang aktif dapat menyerap cahaya pada permukaan medium sehingga tidak

tembus sampai bawah medium.  Oleh karena itu, cahaya tidak dapat

menstimulasi enzim yang dapat mengoksidasi fenol.

 Arang aktif dapat mencegah pencokelatan dengan mengadsorbsi fenol atau

menonaktifkan polifenol oksidase dan peroksidase.  Penambahan arang aktif

pada anggrek Eropa menstimulasi pertumbuhan walaupun terjadi pencokelatan

pada eksplan.

 Arang aktif dapat mengadsorbsi BA, IAA, IBA, NAA dan kinetin baik pada

media padat maupun cair.  Adsorbsi oleh Arang aktif tergantung pada

senyawa lain yang ada pada medium.  Senyawa- senyawa yang ada pada

medium berkompetisi untuk teradsorbsi oleh arang aktif.

 Zat yang dihasilkan oleh arang aktif dapat meningkatkan pertumbuhan.

 Arang aktif menyebabkan media menjadi lebih asam.

(Pan & Van Staden 1998: 156--160).

Penggunaan arang aktif pada kultur in vitro anggrek yang sudah dilakukan,

di antaranya pada Dendrobium nobile, Cymbidium forrestii, dan Cypripedium

flavum.  Konsentrasi arang aktif yang telah digunakan dalam penelitian anggrek

adalah 0,001--2 gr/l (Lampiran 4) (Thomas 2008: 618--619). Konsentrasi arang

aktif 2 g/l dapat menghilangkan efek fenol pada anggrek Disa spp. (Thomas 2008:

626).  Selain itu, medium MS yang ditambahkan 2 g/l arang aktif dapat mencegah

pencokelatan pada tanaman Hyophorbe lagenicaulis (Thomas 2008: 622 & 623).

Menurut Nguyen dkk. (2007: 158), konsentrasi arang aktif 1--5 g/l dapat

mengurangi pencokelatan pada tanaman Sorghum bicolor. Penambahan arang

aktif 1 g/l yang dikombinasikan dengan 0,1 g/l silver nitrat dapat mengurangi

pencokelatan pada kutur Taxus mairei (Chang dkk. 2001: 497).

Selain pencokelatan, bleaching klorofil juga dapat menyebabkan stres

pada eksplan. Bleaching terjadi karena hilangnya klorofil sehingga proses

fotosintesis menjadi terganggu (Salisbury & Ross 1992: 259; Zvezdanovic &

Markovic 2007: 272). Klorofil mampu mengadsorbsi UV, khususnya pada
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gelombang 350 nm. Penyinaran UV dan cahaya tampak dapat menyebabkan

kerusakan klorofil (Zvezdanovic & Markovic 2007: 272). Bleaching juga dapat

terjadi akibat proses sterilisasi yang terlalu lama atau penggunaan kadar bahan

sterilisasi yang terlalu tinggi (Ozel & Arslan 2006: 627). Selain itu, bleaching

dapat terjadi karena pemaparan cahaya yang terlalu lama atau penambahan zat

pengatur tumbuh yang tidak sesuai (Poobhaty dkk. 2009: 72).
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BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1 Lokasi dan Waktu

Penelitian dilakukan di Laboratorium Fisiologi Tumbuhan, Departemen

Biologi FMIPA UI.  Penelitian dilakukan dari bulan Agustus 2010 hingga bulan

April 2011.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1  Alat

Peralatan yang digunakan untuk penelitian adalah timbangan analitik

[Shimidzu LIBROR] tipe AEL-200, timbangan digital [Shimidzu LIBROR] tipe

EB-6200S, autoklaf [Ogawa Seiki] tipe OSK 6508, oven [LAB-LINE], Laminar

Air Flow Cabinet (LAFC) Tipe HS-087, rak kultur, kulkas, hot platemagnetic

stirrer [IKAMAG RCT], batang pengaduk magnetic, pembakar spiritus,

Erlenmeyer, labu ukur, gelas ukur; beaker glass, botol selai, botol kultur, pipet

tetes, pipet volumetrik, karet penghisap, pH specialized indicator (kisaran pH 4.0-

-7.0) [Merck], cawan petri, botol semprot, gunting, pisau scalpel, pinset, spatula,

corong, dan kamera digital [Olympus SP-600UZ].

3.2.2  Bahan

3.2.2.1  Tanaman donor

Tanaman donor diperoleh dari nursery di Lembang yang berupa bibit

botolan hasil kultur in vitro.
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3.2.2.2  Eksplan

Eksplan yang digunakan adalah potongan daun tanaman donor yang

berumur 11 bulan.  Potongan daun berukuran kurang lebih 4 mm x 3 mm dengan

jumlah sampel 5 potong per botol kultur.

3.2.2.3  Bahan kimia

Bahan kimia yang digunakan adalah alkohol 70%, spiritus, HCl, NaOH,

NH4NO3 [Merck], KNO3 [Merck], CaCl2.2H2O [Merck], MgSO4.7H2O [Merck],

KH2PO4 [Merck], Na2-EDTA [Merck], FeSO4.7H2O [Merck], H3BO3 [Merck],

MnSO4.4H2O [Merck], ZnSO4.4H2O [Merck], KI [Merck], Na2MoO4.2H2O

[Merck], CuSO4.5H2O [Merck], CoCl2.6H2O [Merck], agar, gula pasir, kertas pH.

3.2.2.4  Bahan habis pakai

Kertas alumunium, kertas pembungkus [Yellow Pages], kertas saring,

kertas tisu, kertas label, dan masker.

3.2.2.5 Medium

Medium yang digunakan adalah medium dasar Murashige-Skoog (1962)

dengan konsentrasi makronutrien dan mikronutrien setengah kali. Media tersebut

ditambahkan 20 g/l gula, 10 g/l agar-agar, 1 mg/l NAA, 0,1 mg/l BAP, dan arang

aktif (1 g/l, 2 g/l, dan 3 g/l).

3.3 Cara Kerja

3.3.1  Pembuatan larutan stok

Bahan-bahan dasar medium ½ MS (Murashige & Skoog 1962) dibentuk

menjadi larutan stok makro 1, 2, 3, 4, dan 5; mikro 1 dan 2, vitamin, myo-inositol,
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dan glisin.  Keterangan lebih rinci mengenai pengelompokkan bahan dasar

tersebut dapat dilihat pada Tabel 3.3.1.

Naphthalene acetic acid (NAA) dan BAP disediakan dalam bentuk larutan

stok dengan konsentrasi 200 ppm atau setara dengan 20 mg/100 ml. Naphthalene

acetic acid dilarutkan dengan 2--5 ml NaOH 0,1 N dan BAP dilarutkan dengan

2--5 ml HCl 1 M.  Selanjutnya, NAA dan BAP ditambahkan akuades hingga

volume total menjadi 100 ml dalam labu ukur 100 ml.  Masing-masing larutan

stok disimpan dalam kulkas.

3.3.2  Pembuatan medium

Alat dan bahan yang perlu disiapkan untuk membuat medium kultur 1000

ml, yaitu pipet volumetrik, corong, labu Erlenmeyer 1000 ml, labu ukur 1000 ml,

hot-plate magnetic strirrer, larutan stok, 20 g gula pasir, dan 10 g agar.  Labu

Erlenmeyer diisi dengan akuades sebanyak 200 ml.  Setelah itu, ditambahkan

secara berturut-turut larutan stok makro 1, 2, 3, 4, 5, mikro 1, mikro 2, vitamin,

dan asam amino, serta NAA dan BAP.  Setiap larutan stok medium ½ MS dan zat

pengatur tumbuh diambil dengan menggunakan pipet volumetrik sesuai dengan

Tabel 3.3.1.  Selanjutnya, batang pengaduk magnetik dimasukkan ke dalam labu

Erlenmeyer yang berada di atas hot-plate magnetic strirrer untuk proses

pelarutan.  Gula pasir sebanyak 20 g dimasukkan ke dalam Erlenmeyer.  Setelah

gula pasir larut, larutan medium dipindahkan dari labu Erlenmeyer ke labu ukur

1000 ml dengan menggunakan corong untuk diukur volumenya.  Akuades

ditambahkan ke dalam labu ukur hingga larutan medium mencapai volume 1000

ml.  Larutan medium dipindahkan dari labu ukur ke labu Erlenmeyer, lalu

dimasukkan kembali batang pengaduk magnetik pada labu Erlenmeyer tersebut.

Kemudian, pH larutan medium diukur dengan mencelupkan kertas pH hingga

diperoleh pH 5,6--5,8.  Jika pH medium kurang dari 5,6 maka ditambahkan

beberapa tetes NaOH 0,1 N, sedangkan jika pH medium lebih dari 5,8 maka

ditambahkan beberapa tetes HCl 0,1 N.  Setelah diperoleh pH yang sesuai,

selanjutnya ditambahkan agar dan arang aktif ke dalam labu Erlenmeyer tersebut.

Erlenmeyer ditutup dengan kertas alumunium foil agar tidak terjadi penguapan
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pada saat dipanaskan. Setelah mendidih dan homogen, medium kultur kemudian

dituang ke dalam botol-botol kultur dengan jumlah kurang lebih 10 ml.

Kemudian, setiap botol kultur ditutup dengan plastik tahan panas dan diikat

dengan karet gelang pada leher botol kultur.  Botol-botol kultur tersebut

selanjutnya disterilkan dengan menggunakan autoklaf dengan tekanan 1,2 atm

(76 cmhg) pada suhu 1210 C selama 20 menit.  Setelah botol kultur dikeluarkan

dari autoklaf, kemudian diletakkan pada rak kultur.  Waktu yang dibutuhkan

untuk melihat ada tidaknya kontaminan pada medium adalah 3 hari. Medium siap

untuk dipakai pada proses penanaman jika dalam 3 hari tidak ada kontaminasi.

Tabel 3.3.1  Komposisi bahan dasar dan bahan untuk larutan stok medium
Murashige & Skoog (MS) 1962 modifikasi

Nama
larutan stok Komposisi

Konsentrasi
(mg/l)

Bilangan
pengali

Volume
akhir (ml)

Volume
dibutuhkan

untuk
1 liter

medium ½
MS (ml)

Makro 1 NH4NO3 1650 10 100 5
Makro 2 KNO3 1900 10 200 10
Makro 3 CaCl2.2H2O 440 10 200 10
Makro 4 MgSO4.7H2O 370 10 100 5
Makro 5 KH2PO4 170 10 100 5

Mikro 1

KI 0.83 100

100 0,5

H3BO3 6,2 100
MnSO4.4H2O 22,3 100
ZnSO4.4H2O 8,6 100
Na2MoO4.2H2O 0,25 100
CuSO4.5H2O 0,025 100
CoCl2.6H2O 0,025 100

Mikro 2
FeSO4.7H2O 27,8 25

100 2
Na2-EDTA 37,3 25

Vitamin
Pyridoxine HCl 0,5 100

100 0,5Thiamine HCl 0,1 100
Nicotinic acid 0,5 100

Asam
amino

glisin 2 25 100 2
Myo-inositol 100 25 100 2
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3.3.3  Sterilisasi alat

Alat-alat yang disterilkan dalam autoklaf pada tekanan 1,2 atm dan suhu

1210 C selama 15 menit adalah cawan petri, labu Erlenmeyer 100 mL, pinset,

skalpel, dan botol selai. Laminar Air Flow Cabinet (LAF) disterilkan dengan

menyalakan lampu UV minimal 1 jam sebelum digunakan.  Bagian dalam LAF

disemprot dengan alkohol 70% atau dibersihkan dengan kertas tisu yang telah

disemprot alkohol 70%.

3.3.4  Penanaman eksplan

Daun yang akan digunakan sebagai eksplan kondisinya steril karena

berasal dari bibit yang berada dalam botol saus steril hasil kultur in vitro.  Pisau

skalpel dan pinset dibakar terlebih dahulu dengan pembakar spiritus lalu

dicelupkan ke dalam alkohol 70%.  Setelah itu, pisau skalpel dan pinset diletakkan

di atas botol selai steril untuk didinginkan sebelum digunakan.  Setelah dingin,

pinset digunakan untuk mengambil planlet pada botol saus lalu diletakkan di

cawan petri.  Daun selanjutnya dipotong menggunakan pisau skalpel dengan

ukuran kira-kira 4 mm x 3 mm.  Eksplan daun tersebut kemudian ditanam pada

medium kultur dengan posisi abaksial daun menyentuh medium.  Setiap botol

medium kultur berisi 5 eksplan daun.  Label pada botol medium kultur diberi

keterangan tanggal penanaman.

3.3.5  Pemeliharaan kultur

Rak tempat menyimpan botol kultur dibersihkan terlebih dahulu

menggunakan alkohol sebelum digunakan.  Botol-botol kultur yang telah berisi

eksplan diletakkan pada rak kultur pada kondisi fotoperiodisitas 24 jam.  Lampu

TL 20 Watt digunakan untuk pencahayaan.  Selanjunya, botol kultur dipelihara

dengan cara disemprot alkohol 70% setiap hari dan disemprot formalin 4% setiap

pekan.
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3.3.6  Pengamatan

3.3.6.1  Parameter kualitatif

Parameter kualitatif yang diamati adalah warna eksplan, yaitu terjadi atau

tidak terjadi pencokelatan. Apabila pada tepi eksplan terdapat warna cokelat

maka eksplan dinyatakan mengalami pencokelatan (diberi tanda (+) pada kolom

TC), jika warna eksplan tetap hijau maka dinyatakan hidup (diberi tanda (+) pada

kolom H), dan jika eksplan berubah warna menjadi pucat maka dinyatakan

bleaching (diberi tanda (+) pada kolom B).  Pengamatan dilakukan secara

makroskopis setiap hari selama 4 pekan.  Hasil pengamatan disusun pada tabel

pengamatan.

3.3.6.2  Parameter kuantitatif

Parameter kuantitatif yang diamati adalah jumlah eksplan yang mengalami

pencokelatan, eksplan yang tetap hijau, dan eksplan yang mengalami bleaching

perbotol.  Data berupa angka pada masing-masing kolom (TC, H dan B).

Pengamatan dilakukan secara makroskopis.

3.3.7  Penyusunan dan analisis data

Data dihitung nilai rata-rata dan standar deviasinya, kemudian dianalisis

secara deskriptif.  Analisis berdasarkan parameter kualitatif dan kuantitatif.
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

Respons eksplan daun Dendrobium lasianthera J.J.Sm

Secara umum, respons eksplan daun Dendrobium lasianthera J.J.Sm

terhadap penambahan berbagai konsentrasi arang aktif pada medium ½ MS

modifikasi adalah sebagian kecil mengalami pencokelatan, sebagian besar tetap

hijau, dan sebagian mengalami bleaching (Gambar 4(1)).  Hal tersebut sesuai

dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Wang (2005), bahwa penambahan

arang aktif pada medium dapat mengurangi pencokelatan pada eksplan.  Hasil

penelitianya menunjukkan bahwa sebagian kecil eksplan mengalami pencokelatan

(10%) dan sebagian besar eksplan hidup (90%) (Thomas 2008: 621).

Gambar 4(1)  Diagram pie respons eksplan daun Dendrobium lasianthera J.J.Sm
terhadap penambahan berbagai konsentrasi arang aktif pada medium ½ MS

modifikasi

Data hasil pengamatan pekan keempat selengkapnya ditampilkan pada

Tabel 4 dan Gambar 4(2).

10%

78%

12%

TC = Tepi cokelat

H = Hijau

B = Bleaching
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Tabel 4 Respons eksplan daun Dendrobium lasianthera J.J.Sm terhadap
penambahan berbagai konsentrasi arang aktif pada medium ½ MS modifikasi.

Keterangan:
TC = tepi cokelat
H   = hijau
B   = bleaching
SD = standar deviasi
- = kontaminasi
Jumlah eksplan perbotol = 5 potong
Jumlah sampel = 10 botol (kontaminasi 5 botol)
Jumlah total eksplan = 50 potong
Dicatat pada pekan keempat

Perlakuan
Kontrol

(Tanpa arang
aktif)

Arang aktif

P1 (0,1%) P2 (0,2%) P3 (0,3%)

Parameter

Sampel
TC H B TC H B TC H B TC H B

Botol 1 3 0 2 0 5 0 0 4 1 0 5 0
Botol 2 4 0 1 1 3 1 0 5 0 0 5 0
Botol 3 2 0 3 2 1 2 0 5 0 0 4 1
Botol 4 2 0 3 2 3 0 0 5 0 0 5 0
Botol 5 5 0 0 1 2 2 0 4 1 0 5 0
Botol 6 - - - - - - 0 5 0 0 5 0
Botol 7 5 0 0 1 2 2 - - - - - -
Botol 8 3 0 2 - - - 0 3 2 0 5 0
Botol 9 4 0 1 2 1 2 0 5 0 0 4 1

Botol 10 1 0 4 2 2 1 0 4 1 0 5 0
Jumlah 29 0 16 11 19 10 0 40 5 0 43 2
Rerata 3.2 0 1.8 1.4 2.4 1.3 0 4.4 0.6 0 4.8 0.3

SD 1.4 0 1.4 0.7 1.3 0.9 0 0.7 0.7 0 0.4 0.4
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Gambar 4(2)  Diagram batang rerata respons eksplan daun Dendrobium
lasianthera J.J.Sm terhadap penambahan berbagai konsentrasi arang aktif pada

medium ½ MS modifikasi.

Hasil pengamatan pada pekan keempat menunjukkan bahwa terjadi

pencokelatan eksplan pada Kontrol dan P1 (Gambar 4(3)), tetapi tidak terjadi

pencokelatan pada P2 dan P3. Eksplan pada medium yang tidak ditambahkan

arang aktif (Kontrol) sebagian besar mengalami pencokelatan (64%) dan sisanya

mengalami bleaching (36%).  Hal tersebut sesuai dengan penelitian pada anggrek

Cattleya (Arditti 2008: 345), Cymbidium (Arditti 2008: 379), Paphiopedilum

(Arditti 2008: 868), Phalaenopsis (Arditti 2008: 1028), dan Renanthera

imschootiana (Arditti 2008: 1056) bahwa medium yang tidak ditambahkan arang

aktif atau antioksidan dapat mengalami pencokelatan. Akan tetapi, pada P1 ada

beberapa eksplan yang mengalami pencokelatan meskipun medium mengandung

arang aktif.  Hal tersebut mungkin disebabkan konsentrasi arang aktif 1 g/l belum

cukup untuk mengadsorbsi seluruh fenol.  Menurut Ozyigit (2008: 1147), jumlah

fenol pada daun relatif banyak dibandingkan pada organ lain.  Walaupun

demikian, pencokelatan lebih banyak terjadi pada Kontrol (64%) dibandingkan

pencokelatan pada P1 (28%).  Hal tersebut menunjukkan bahwa arang aktif pada

P1 dapat mengurangi pencokelatan tetapi belum dapat mencegah pencokelatan.

Sementara itu, menurut hasil penelitian Chang dkk. (2001: 497), konsentrasi 1 g/l
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arang aktif yang dikombinasikan dengan silver nitrate dapat mengurangi

pencokelatan pada Taxus mairei.

Gambar 4(3)  Eksplan daun Dendrobium lasianthera J.J.Sm yang mengalami
pencokelatan pada (a) Kontrol dan (b) Perlakuan 1

[Dokumentasi pribadi]

Eksplan pada Perlakuan 2 dan Perlakuan 3 tidak mengalami pencokelatan.

Hal tersebut menunjukkan bahwa konsentrasi arang aktif 2 g/l dan 3 g/l dapat

menghindari pencokelatan eksplan. Hasil tersebut sesuai dengan penelitian

Nguyen dkk. (2007: 158), bahwa konsentrasi arang aktif 1--5 g/l dapat

mengurangi pencokelatan pada tanaman Sorghum bicolor. Hasil penelitiannya

menunjukkan bahwa penambahan arang aktif 1--5 g/l menghasilkan 80% eksplan

yang tetap hidup.

Respons eksplan yang tetap hijau paling banyak terdapat pada P3 (96%),

diikuti P2 (88%) dan P1 (48%).  Akan tetapi, eksplan yang hijau tidak terdapat

pada Kontrol.  Hal tersebut menunjukkan bahwa arang aktif dapat meningkatkan

kesintasan eksplan (Moraes & Faria 2005: 385).

Respons lainnya adalah terjadi bleaching eksplan pada Kontrol (36%), P1

(24%), P2 (12%), dan  P3 (4%) (Gambar 4(4)). Eksplan yang mengalami

bleaching paling banyak terjadi pada Kontrol yaitu 36%. Fenomena bleaching

kemungkinan disebabkan oleh pemaparan cahaya selama 24 jam (Poobathy dkk.

2009: 73).
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Gambar 4(4)  Eksplan yang mengalami Bleaching pada (a) Kontrol,
(b) Perlakuan 1, (c) Perlakuan 2, dan (d) Perlakuan 3

[Dokumentasi pribadi]

Fenomena lainnya yang terjadi adalah kontaminasi (Gambar 4(5)).

Kontaminasi tersebut terjadi pada 1 botol sampel Kontrol, P2, dan P3 serta pada 2

botol sampel P1.  Kontaminasi yang terjadi kemungkinan disebabkan oleh

terbukanya tutup botol sampel.  Kontaminan yang terlihat pada botol sampel

diduga berasal dari organisme khamir.  Namun, belum diketahui jenis khamir

yang menyebabkan kontaminasi tersebut.

Gambar 4(5)  Kontaminasi eksplan pada Kontrol
[Dokumentasi pribadi]
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4.1 Eksplan yang Mengalami Pencokelatan pada Kultur Daun Dendrobium

lasianthera J.J.Sm

Berdasarkan hasil pengamatan selama empat pekan, terjadi kenaikan rerata

eksplan yang cokelat pada P1.  Fenomena sebaliknya terjadi pada Kontrol, yaitu

terjadi penurunan rerata eksplan yang cokelat.  Data selengkapnya ditampilkan

pada Gambar 4.1.1.

Gambar 4.1  Diagram batang rerata eksplan daun Dendrobium lasianthera J.J.Sm
yang mengalami pencokelatan.

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa fenomena pencokelatan eksplan

pada Kontrol dan P1 terjadi pada pekan pertama.  Pencokelatan eksplan pada

Kontrol dari pekan pertama sampai pekan keempat mengalami penurunan sebesar

26%.  Akan tetapi pencokelatan eksplan pada P1 mengalami kenaikan sebesar

22%. Kenaikan pencokelatan eksplan yang signifikan terjadi pada pekan ketiga

(16%).  Hal tersebut sesuai dengan hasil penelitian Ozyigit (2008: 1147), bahwa

jumlah fenol pada daun mengalami kenaikan yang signifikan pada pekan ketiga.

Sementara itu, hasil pengamatan menunjukkan bahwa sebagian eksplan cokelat

(26 %) pada Kontrol mengalami bleaching sehingga terjadi penurunan eksplan

yang cokelat.

Pencokelatan eksplan tersebut kemungkinan terjadi karena faktor cahaya.

Ozyigit (2008: 1147) menyatakan bahwa sintesis senyawa fenol dipengaruhi oleh
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faktor genetik dan lingkungan.  Sementara itu, Kefeli (2003: 15) menyatakan

bahwa cahaya tampak dapat meningkatkan biosintesis senyawa fenol pada

kloroplas.  Sintesis fenol terjadi pada kloroplas kemudian terakumulasi pada

vakuola atau membentuk lignin (Kefeli dkk. 2003: 14).

Eksplan yang terpotong menyebabkan kandungan sitoplasma dan vakuola

tercampur dan keluar sehingga senyawa fenol dapat teroksidasi oleh udara.

Oksidasi senyawa fenol dapat menghambat aktifitas enzim dan menyebabkan

pencokelatan medium selanjutnya mengakibatkan kematian pada eksplan.  Hasil

oksidasi  fenol berefek negatif karena membentuk quinon yang bersifat toksik

(Ozyigit 2008: 1147).

4.2  Eksplan yang Tetap Hijau Pada Kultur Daun Dendrobium lasianthera

J.J.Sm

Berdasarkan hasil pengamatan selama empat pekan, terjadi penurunan

rerata eksplan yang tetap hijau pada P1, P2, dan P3.  Data selengkapnya

ditampilkan pada Gambar 4.2.

Gambar 4.2 Diagram batang rerata eksplan daun Dendrobium lasianthera J.J.Sm
yang tetap hijau.

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa eksplan yang hijau terdapat pada

P1, P2, dan P3. Eksplan yang hijau menunjukkan bahwa eksplan tersebut masih
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hidup walaupun tidak menunjukkan adanya diferensiasi.  Hal tersebut mungkin

disebabkan medium ataupun ZPT yang digunakan tidak cocok untuk pertumbuhan

dan perkembangan eksplan daun D. lasianthera.

Eksplan pada Kontrol tidak ada yang tetap hijau karena sebagian besar

(90%) mengalami pencokelatan dan sisanya (10%) mengalami bleaching.  Jumlah

eksplan yang hijau paling banyak terdapat pada P3, diikuti P2 dan P1.  Penurunan

jumlah eksplan hijau terjadi pada seluruh perlakuan.  Eksplan hijau pada P1

menurun karena sebagian besar mengalami pencokelatan dan sisanya mengalami

bleaching.  Akan tetapi, eksplan hijau pada P2 dan P3 menurun karena mengalami

bleaching.

4.3  Eksplan yang Mengalami Bleaching Pada Kultur Daun Dendrobium

lasianthera J.J.Sm

Berdasarkan hasil pengamatan selama empat pekan, terjadi kenaikan rerata

eksplan yang mengalami bleaching pada Kontrol dan P1.  Data selengkapnya

ditampilkan pada Gambar 4.3.

Gambar 4.3 Diagram batang rerata eksplan daun Dendrobium lasianthera J.J.Sm
yang mengalami bleaching.

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa eksplan mengalami bleaching pada

pekan pertama (Kontrol), pekan ketiga (P1), dan pekan keempat (P2 dan P3).
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Fenomena bleaching kemungkinan disebabkan oleh pemaparan cahaya selama 24

jam (Poobathy dkk. 2009: 73).  Hal tersebut sesuai dengan perlakuan yang

diberikan selama penelitian, yaitu fotoperiodisitas 24 jam.  Fenomena bleaching

paling banyak terjadi pada Kontrol, diikuti P1, P2, dan P3.  Hal tersebut

menunjukkan bahwa semakin banyak arang aktif maka semakin sedikit terjadinya

bleaching.

Respons eksplan yang mengalami bleaching mengalami kenaikan pada

Kontrol dan P1. Eksplan bleaching pada Kontrol selama empat pekan selalu

mengalami kenaikan.  Persentase kenaikan eksplan bleaching pada Kontrol dari

pekan pertama sampai pekan keempat sebesar 28%. Eksplan bleaching sebagian

berasal dari eksplan yang cokelat kemudian mati. Berdasarkan pengamatan,

eksplan yang mengalami bleaching terlihat pucat (putih).  Hal tersebut

menunjukkan bahwa klorofil sudah tidak ada. Menurut Zvezdanovic & Markovic

(2007: 272), penyinaran UV dan cahaya tampak dapat menyebabkan kerusakan

pada klorofil.

Kendala dalam penelitian adalah terjadi fenomena bleaching pada eksplan.

Menurut Poobathy dkk. (2009: 73), bleaching pada eksplan disebabkan

pemaparan cahaya yang terlalu lama.  Oleh karena itu, seharusnya bleaching

eksplan dapat diatasi dengan mengurangi fotoperiodisitas saat kultur berlangsung.

Walaupun demikian, terjadinya bleaching eksplan dapat juga disebabkan oleh

sterilisasi yang terlalu lama (Ozel & Arslan 2006: 627). Kendala lainnya adalah

keragaman kondisi fisiologis eksplan yang digunakan dalam penelitian. Kondisi

fisiologis masing-masing eksplan kemungkinan berbeda sehingga respons yang

dihasilkan juga dapat berbeda. Perbedaan respons eksplan pada penelitian ini

relatif tinggi. Hal tersebut dibuktikan dengan tingginya nilai standar deviasi.

Solusi untuk mengurangi standar deviasi dapat dilakukan dengan cara

memperbanyak jumlah sampel.  Selain itu, dapat juga memperkecil keragaman

kondisi eksplan, yaitu dengan memilih posisi dan ukuran eksplan yang relatif

sama, misalnya daun ke-1 saja yang digunakan.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian pengaruh arang aktif terhadap pencokelatan

pada kultur daun Dendrobium lasianthera diperoleh kesimpulan, di antaranya:

1. Penambahan arang aktif dengan konsentrasi 1 g/l, 2 g/l, dan 3 g/l dapat

mengurangi pencokelatan.

2. Respons eksplan terhadap penambahan arang aktif adalah sebagian kecil

mengalami pencokelatan (10%), sebagian besar tetap hijau (78%), dan

sebagian kecil mengalami bleaching (12%).

3. Konsentrasi arang aktif yang cenderung efektif untuk mengurangi

pencokelatan adalah 3 g/l (0,3 %), diikuti 2 g/l (0,2%) dan 1 g/l (0,1%).

5.2  Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pencegahan bleaching.

2. Perlu diketahui mengenai jenis dan konsentrasi ZPT yang tepat agar eksplan

dapat membentuk kalus atau PLBs.

3. Perlu diteliti jumlah kandungan senyawa fenol pada eksplan daun Dendrobium

lasianthera.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 Respons eksplan daun Dendrobium lasianthera J.J.Sm terhadap
penambahan berbagai konsentrasi arang aktif pada medium ½ MS modifikasi

pekan pertama

Sampel

Perlakuan

Kontrol

(Tanpa arang

aktif)

Arang aktif

P1 (0,1%) P2 (0,2%) P3 (0,3%)

Parameter TC H B TC H B TC H B TC H B

Botol 1 5 0 0 0 5 0 0 5 0 0 5 0
Botol 2 5 0 0 0 5 0 0 5 0 0 5 0
Botol 3 5 0 0 0 5 0 0 5 0 0 5 0
Botol 4 3 0 2 0 5 0 0 5 0 0 5 0
Botol 5 5 0 0 1 4 0 0 5 0 0 5 0
Botol 6 2 0 3 1 4 0 0 5 0 0 5 0
Botol 7 5 0 0 1 4 0 0 5 0 0 5 0
Botol 8 5 0 0 0 5 0 0 5 0 0 5 0
Botol 9 5 0 0 0 5 0 0 5 0 0 5 0

Botol 10 5 0 0 0 5 0 0 5 0 0 5 0
Jumlah 45 0 5 3 47 0 0 50 0 0 50 0
Rerata 3.2 0 1.8 1.4 2.4 1.3 0 4.4 0.6 0 4.8 0.3

SD 1.4 0 1.4 0.7 1.3 0.9 0 0.7 0.7 0 0.4 0.4

Keterangan:
TC = tepi cokelat
H   = hijau
B   = bleaching (mati)
SD = standar deviasi
- = kontaminasi
Jumlah eksplan perbotol = 5 potong
Jumlah sampel = 10 botol (kontaminasi 5 botol)
Jumlah total eksplan = 50 potong
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Lampiran 2 Tabel respons eksplan daun Dendrobium lasianthera J.J.Sm terhadap
penambahan berbagai konsentrasi arang aktif pada medium ½ MS modifikasi

pekan kedua

Sampel

Perlakuan

Kontrol

(Tanpa arang

aktif)

Arang aktif

P1 (0,1%) P2 (0,2%) P3 (0,3%)

Parameter TC H B TC H B TC H B TC H B

Botol 1 4 0 1 0 5 0 0 5 0 0 5 0
Botol 2 5 0 0 1 5 0 0 5 0 0 5 0
Botol 3 5 0 0 0 5 0 0 5 0 0 5 0
Botol 4 3 0 2 1 4 0 0 5 0 0 5 0
Botol 5 5 0 0 1 4 0 0 5 0 0 5 0
Botol 6 - - - 1 4 0 0 5 0 0 5 0
Botol 7 5 0 0 1 4 0 0 5 0 0 5 0
Botol 8 4 0 1 - - - 0 5 0 0 5 0
Botol 9 4 0 1 0 5 0 0 5 0 0 5 0

Botol 10 5 0 0 0 5 0 0 5 0 0 5 0
Jumlah 40 0 5 5 41 0 0 50 0 0 50 0
Rerata 4.4 0 0.5 0.5 4.5 0 0 5 0 0 5 0

SD 0.7 0 0.7 0.5 0.5 0 0 0 0 0 0 0

Keterangan:
TC = tepi cokelat
H   = hijau
B   = bleaching (mati)
SD = standar deviasi
- = kontaminasi
Jumlah eksplan perbotol = 5 potong
Jumlah sampel = 10 botol (kontaminasi 5 botol)
Jumlah total eksplan = 50 potong
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Lampiran 3 Tabel respons eksplan daun Dendrobium lasianthera J.J.Sm terhadap
penambahan berbagai konsentrasi arang aktif pada medium ½ MS modifikasi

pekan ketiga

Sampel

Perlakuan

Kontrol
(Tanpa arang

aktif)

Arang aktif

P1 (0,1%) P2 (0,2%) P3 (0,3%)

Parameter TC H B TC H B TC H B TC H B

Botol 1 4 0 1 0 5 0 0 5 0 0 5 0

Botol 2 5 0 0 1 4 0 0 5 0 0 5 0

Botol 3 2 0 3 1 3 1 0 5 0 0 5 0

Botol 4 4 0 1 2 3 0 0 5 0 0 5 0

Botol 5 5 0 0 1 3 1 0 5 0 0 5 0

Botol 6 - - - 3 1 1 0 5 0 0 5 0

Botol 7 5 0 0 1 4 0 - - - - - -

Botol 8 4 0 1 - - - 0 5 0 0 5 0

Botol 9 4 0 1 2 3 0 0 5 0 0 5 0

Botol 10 1 0 4 1 4 0 0 5 0 0 5 0

Jumlah 34 0 11 12 30 3 0 45 0 0 45 0

Rata-rata 3.7 0 1.2 1.3 3.3 0.3 0 5 0 0 5 0

SD 1.4 0 1.4 0.9 1.1 0.5 0 0 0 0 0 0

Keterangan:
TC = tepi cokelat
H   = hijau
B   = bleaching (mati)
SD = standar deviasi
- = kontaminasi
Jumlah eksplan perbotol = 5 potong
Jumlah sampel = 10 botol (kontaminasi 5 botol)
Jumlah total eksplan = 50 potong
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Lampiran 4  Tabel Penelitian Anggrek yang Menggunakan Arang aktif

No. Anggrek
Konsentrasi Arang
Aktif (g/l)

Medium ZPT

1. Anoectochilus formosanus 0.001 Hyponex BA & TDZ
2. Dendrobium sp. 0.003 - BA
3. Cymbidium forrestii 0.01 - BA
4. Geodorum densiflorum 0.01 - BA
5. Haemaria discolor 0.02 ½ MS TDZ & NAA
6. Dendrobium nobile 0.05 ½ MS BA
7. Renanthera imschootiana 0.1 Mitra NAA
8. Ophrys spp. 0.5 - CM & jus apel
9. Cypripedium flavum 0.6 ½ Harvais BA & kinetin
10. Catasetum fimbriatum 1 VW -
11. Rhynchostylis retusa 1 MS NAA & BA
12. Laelia flava 1 & 2 MS & ½ MS
13. Miltonia  flavescens 1 & 2 MS & ½ MS
14. Oncidium trulliferum 1 & 2 MS & ½ MS
15. Disa spp. 2 MS -
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