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RINGKASAN

“Karakterisasi Tetua Persilangan Anggrek Genus Dendrobium dan
Identifikasi Planlet Anggrek Hasil Persilangan secara Molekuler sebagai
Pendugaan Pewarisan Sifat”; Aldy Bahaduri Indraloka; 171520101003; 2020;
87 halaman; Program Studi Magister Agronomi; Fakultas Pertanian, Universitas
Jember.

Pemuliaan tanaman anggrek meliputi koleksi tetua persilangan, proses
karakterisasi, persilangan antar tetua, perkecambahan biji, pembentukan
protokorm, regenerasi planlet dan aklimatisasi planlet. Banyak sekali aspek yang
harus dipelajari dan diperhatikan oleh pemulia tanaman anggrek, terutama proses
fisiologi dan identifikasi molekuler tanaman. Anggrek spesies memiliki sumber
genetik yang tinggi untuk perbaikan dan peningkatan mutu genetik, tetapi
berbagai permasalahan pada kesalahan prosedur persilangan, kendala dalam
teknik perbanyakan serta eksploitasi anggrek spesies membuat pemanfaatan
anggrek spesies sebagai tetua persilangan masih rendah dan belum maksimal.
Selain itu, kegiatan pemuliaan tanaman anggrek sering kali meninggalkan proses
pencatatan sumber benih berupa pollen parent dan seed parent. Sumber benih
merupakan syarat wajib bagi pemulia tanaman anggrek yang akan mendaftarkan
anggrek hibrida pada Royal Horticultural Society, UK. Oleh karena itu dilakukan
penelitian pemuliaan tanaman anggrek yang meliputi analisis klaster hubungan
kekerabatan, identifikasi karakter (karaktersiasi) morfologi secara lengkap,
perbaikan mutu genetik dan peningkatan potensi tanaman anggrek melalui
persilangan interspesifik dan resiprokal, identifikasi maternal inheritance secara
molekuler untuk mengetahui pewarisan sifat pada planlet anggrek hasil
persilangan.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa dendogram analisis Klaster
menghasilkan 4 kelompok dengan tetua persilangan terpilih yaitu D. lasianthera
dan D. antennatum berada pada kelompok yang berbeda. Hasil karakterisasi
menunjukkan seluruh parameter kuantitatif antar tetua berbeda dan terdapat
perbedaan pada parameter kualitatif yang didominasi oleh karakter bunga dan
daun. Percobaan persilangan menunjukkan keberhasilan persilangan interspesifik
pada D. lasianthera (4) X D. antennatum (9) dan terdapat kegagalan pada
persilangan resiprokal. Kegagalan dalam persilangan resiprokal dipengaruhi oleh
fisiologi ovarium dan ukuran pollen. Hasil persilangan interspesifik telah
menghasilkan planlet yang diharapkan dapat memperbaiki dan meningkatkan
mutu genetik pada anggrek hibrida yang terbentuk. Hasil identifikasi maternal
inheritance dengan menggunakan primer CD yang di desain pada bagian trnL
intron cpDNA menunjukkan bahwa pewarisan DNA Kkloroplas bersifat maternal
dan tidak ada transmisi kloroplas yang berasal dari pollen atau gamet jantan.
Sementara identifikasi pewarisan sifat pada planlet anggrek hibrida dapat terlihat
pada parameter bentuk daun dan ujung daun. Bentuk daun dan ujung daun
anggrek hibrida mengikuti bentuk daun dan ujung daun dari tetua betina.
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SUMMARY

“Characterization of Crossbred Elders on Genus Dendrobium Orchids and
Molecular Identification on the Orchids Planlet as an Estimation of
Inheritance”; Aldy Bahaduri Indraloka; 171520101003; 2020; 87 pages; Master
of Agronomy Study Program; Faculty of Agriculture, University of Jember.

Plant breeding program of orchids includes the collection of crossbreeding
elders, characterization, crossbreeding activity, seed germination, protocorm
formation, plantlet regeneration and acclimatization. There are so many aspects
that must be studied and considered by orchid breeders, especially the
physiological and molecular identification of orchid. Native orchids (species)
having potential genetic sources for refinement and improvement of genetic
quality, but wvarious problems in crossing errors, obstacles in propagation
techniques and exploitation of species affected in application as crossbreed elders
were low and weren’t optimal. In addition, orchid breeding activities often miss-
recording of seed sources in the form of pollen parent and seed parent. Seed
sources are a mandatory requirement for orchid breeders who will register a
hybrid orchid to Royal Horticultural Society, UK. Orchid breeding in this research
includes cluster analysis for orchid relationships, complete identification of
morphological characters (characterization), genetic quality improvement through
interspecific and reciprocal crossing, identification of maternal inheritance in
molecular technique for determining inheritance in orchid plantlet.

The results showed that the dendogram produced 4 cluster (group) with
selected crossbreed elders, D. lasianthera and D. antennatum in different groups.
The characterization results show that all quantitative parameters are different
between the elders and there are differences in the qualitative parameters that
were dominated by flower and leaf characters. Crossing experiments show the
success of interspecific crossing between D. lasianthera (&) X D. antennatum ()
and failure in reciprocal crossing. Failure in reciprocal crossing is influenced by
ovarium physiology and pollen size. The results of interspecific crosses have
produced plantlets that are expected to improve and enhance the genetic quality of
the hybrid. The results of maternal inheritance identification using primers CD
that were designed on the cpDNA, trnL intron region showed that the inheritance
of chloroplast DNA is maternal and there is no transmission of chloroplast derived
from male pollen or gametes. Inheritance identification on hybrid orchid plantlets
can be seen in the parameters of leaf shape and leaf tips. The shape of leaves and
leaf tips of hybrid orchid similar to the shape of leaves and leaf tips of female
elders.
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BAB | PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Negara Indonesia memiliki keanekaragaman anggrek yang cukup tinggi,
diperkirakan jumlahnya + 5.000 spesies yang hidup sebagai tumbuhan terestrial
dan epifit, beberapa diantaranya mempunyai nilai ekonomi yang tinggi (Sugiyarto
dan Umniyatie, 2016). Keanekaragaman anggrek membuat tanaman ini memiliki
potensi untuk terus dikembangkan guna meningkatkan nilai ekonomi karena
permintaan yang semakin meningkat. Rencana Strategis Kementrian Pertanian
tahun 2015-2019 menargetkan produksi anggrek di provinsi Jawa Timur tahun
2018 sebanyak 3.794.684 tangkai dan pada tahun 2019 meningkat menjadi
3.994.354 tangkai. Produksi bunga anggrek di Indonesia pada tahun 2018 sebesar
26.624.216 tangkai, target produksi bunga anggrek untuk tahun 2019 di Indonesia
meningkat menjadi 28.025.136 tangkai (Kementan RI, 2014).

Dendrobium merupakan salah satu anggrek yang paling banyak diterima
baik dalam bentuk bunga anggrek potong maupun pot, pasar anggrek potong di
Indonesia didominasi oleh genus Dendrobium. Anggrek yang memukau ini
dikenal karena memiliki berbagai macam warna, ukuran dan bentuk. Dendrobium
juga dikenal sebagai anggrek abadi karena mampu menghasilkan bunga sepanjang
tahun dan tidak dipengaruhi oleh musim (Sarmah et al., 2017). Anggrek-anggrek
spesies atau anggrek alam memegang peranan sangat penting dalam mendapatkan
hasil persilangan yang baik, hibrida yang terbentuk memiliki mutu yang lebih baik
dari induknya (Balai Penelitian Tanaman Hias, 2015).

Kegiatan eksploitasi anggrek alam yang tinggi dapat menyebabkan
keberadaan anggrek alam menjadi terancam. Eksploitasi tanpa pembudidayaan
menyebabkan perununan potensi anggrek alam sebagai tetua persilangan. Selain
itu, pengetahuan mengenai sifat-sifat penurunan karakter anggrek alam masih
sedikit diulas dan diketahui sehingga pemanfaatan anggrek spesies sebagai induk
persilangan belum maksimal (Balai Penelitian Tanaman Hias, 2015). Peningkatan
mutu pada tanaman anggrek juga terkendala pada teknik persilangan dan

perbanyakan biji hasil persilangan (Hartati dkk, 2014). Fertilitas dan
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kompatibilitas anggrek spesies asal Indonesia masih belum banyak diketahui,
sehingga informasi dalam kegiatan persilangan menjadi sangat penting untuk
dikuasai (Lestari dkk., 2017). Kegiatan persilangan banyak menggunakan
varietas-varietas dengan tetua yang sama sehingga menyebabkan variasi genetik
pada hibrida yang terbentuk menjadi terbatas (Marwoto dkk., 2012), persilangan
dengan menggunakan anggrek hibrida juga memiliki kelemahan dimana silsilah
tetua persilangan biasanya sulit untuk dilacak dan diperoleh, kegiatan persilangan
juga banyak melupakan penulusuran informasi tetua persilangan, sehingga
identitas karakter anggrek hasil persilangan menjadi tidak jelas. Proses budidaya
yang kurang efisien dan penanganan tanaman anggrek yang kurang baik juga
dapat menghambat kegiatan produksi anggrek (Zulkhaidah dkk., 2010).

Adanya kegiatan pemuliaan tanaman anggrek diupayakan dapat mengatasi
berbagai permasalahan yang ada. Pemuliaan tanaman anggrek dilakukan untuk
perbaikan genetik dengan memperluas keragaman genetik pada bentuk dan warna
bunga (Dwiatmini, 2013) serta peningkatan potensi tanaman dengan melakukan
persilangan antar spesies untuk membentuk Kkultivar baru (Lestari dkk., 2017).
Upaya perbaikan mutu genetik dan peningkatan potensi anggrek dalam penelitian
ini dilakukan melalui percobaan persilangan antara dua anggrek spesies genus
Dendrobium melalui persilangan interspesifik dan resiprokal. Dendrobium seksi
spatulata memiliki keunggulan bentuk perhiasan bunga yang khas dan unik yaitu
terpilinnya bagian petal, anggrek ini memiliki sumber genetik yang potensial
untuk dikembangkan. Karakter unik berupa petal terpilin adalah karakter yang
diharapkan muncul sebagai hasil dari percobaan persilangan.

Kegiatan pemuliaan tanaman anggrek juga dilakukan dengan modal
pengetahuan terkait sifat dan silsilah indukan (tetua) persilangan serta pola
pewarisan sifat, sehingga peneliti dapat memperkirakan anakan yang didapat
(Balai Penelitian Tanaman Hias, 2015). Penelitian pendugaan dan identifikasi
pewarisan sifat dengan menggunakan marka molekuler cpDNA untuk mengetahui
pola pewarisan sifat dapat dilakukan pada anggrek hasil persilangan. DNA
kloroplas (cpDNA) dan DNA mitokondria (mtDNA) adalah marka molekuler dari

studi keragaman, klasifikasi genetik dan kekerabatan karena pola pewarisan tetua
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betina (maternal inheritence) (Peyachoknagul et al., 2014). Maternal inheritance
mewariskan sifat dan karakter dari sitoplasma, sehingga diperlukan pengujian
tingkat molekuler pada planlet anggrek hasil persilangan.

Pemuliaan tanaman anggrek berkaitan erat dengan penggunaan teknologi
untuk perbanyakan anggrek melalui kultur jaringan tanaman (kultur in-vitro).
Teknologi ini efektif dalam menghasilkan jumlah tanaman yang banyak dan
dalam waktu yang cukup singkat (Widiastoety dkk., 2010). Penggunaan media
dasar untuk kultur biji anggrek berbeda-beda karena disesuaikan dengan
kebutuhan nutrisi tiap spesies. Media kultur anggrek banyak dikombinasikan
dengan penambahan sumber gula, senyawa organik, zat pengatur tumbuh dan
vitamin. Keberhasilan kultur in-vitro juga dipengaruhi oleh jenis media kultur
(Serliana dkk., 2017). Persiapan media yang efisien untuk pemenuhan kebutuhan
jaringan eksplan adalah hal penting dalam penelitian kultur in-vitro (Shekarriz et
al., 2017). Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini menggunakan media VW cair
disertai penambahan senyawa organik berupa air kelapa untuk memacu

pembesaran dan perbanyakan protokorm anggrek hasil persilangan.

1.2 Perumusan Masalah

Anggrek Dendrobium memiliki potensi yang tinggi sebagai tetua
persilangan guna memenuhi kebutuhan pasar anggrek. Keanekaragaman anggrek
Dendrobium di Indonesia sebagai sumber plasma nutfah sangat tinggi. Anggrek
spesies memiliki sumber genetik yang baik untuk perbaikan dan peningkatan
mutu genetik, tetapi berbagai permasalahan pada kesalahan prosedur serta teknik
persilangan, kendala dalam teknik perbanyakan serta eksploitasi anggrek spesies
tanpa pembudidayaan membuat pemanfaatan anggrek spesies sebagai tetua
persilangan masih rendah dan belum maksimal. Oleh karena itu diperlukan
rangkaian penelitian pemuliaan tanaman anggrek yang meliputi: 1) Analisis
hubungan kekerabatan antar spesies; 2) ldentifikasi karakter (karaktersiasi)
morfologi tetua persilangan secara lengkap; 3) Perbaikan mutu genetik dan
peningkatan potensi tanaman anggrek melalui persilangan interspesifik dan

resiprokal; 4) Teknik kultur in-vitro yang meliputi tebar biji, pembesaran
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protokorm dan regenerasi planlet; 5) Identifikasi maternal inheritance secara

molekuler untuk mengetahui pewarisan sifat pada planlet anggrek hasil

persilangan; dan 6) aklimatisasi planlet. Penggunaan teknologi kultur in-vitro

pada kegiatan pemuliaan tanaman anggrek diharapkan dapat menjadi mengatasi

keterbatasan pengetahuan teknik perbanyakan dan teknik pemuliaan non-

konvensional anggrek di masyarakat.

1.3 Tujuan

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk:

Mendapatkan karakter morfologi dan agronomi tetua persilangan yang dapat
digunakan untuk menilai potensi indukan serta sebagai informasi ilmiah untuk
kepentingan pemuliaan, pembudidayaan dan produksi tanaman anggrek.
Melakukan percobaan persilangan secara interspesifik dan resiprokal untuk
mengetahui fertilitas serta kompatibilitas masing-masing tetua persilangan dan
sebagai upaya perbaikan mutu genetik serta peningkatan potensi tanaman
anggrek.

Melakukan identifikasi maternal inheritance pada planlet anggrek hasil
persilangan dengan menggunakan marka molekuler DNA kloroplas sebagai

upaya identifikasi awal pewarisan sifat untuk kepentingan pemuliaan tanaman.

1.4 Manfaat

1.

Penelitian ini dapat memberikan manfaat:

Informasi ilmiah untuk menjadi wawasan kepada masyarakat terutama kepada
para pembudidaya dan pemulia tanaman anggrek terkait karakter morfologi
dan karakter agronomi anggrek genus Dendrobium.

Informasi ilmiah untuk menjadi referensi dalam pengembangan ilmu yang
berkaitan dengan penggunaan anggrek spesies sebagai tetua persilangan dan
teknik persilangan untuk memperbaiki mutu genetik dan meningkatkan
potensi tanaman anggrek.

Identifikasi maternal inheritance dengan menggunakan marka molekuler
DNA kloroplas dapat menjadi tambahan informasi ilmiah dalam identifikasi

awal pewarisan sifat untuk kepentingan pemuliaan tanaman.
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BAB Il TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Klasifikasi Dendrobium
Menurut Marshall and Beehler (2006), klasifikasi anggrek Dendrobium

adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermathophyta
Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Monocotyledonae

Ordo : Orchidales

Famili : Orchidaceae

Subfamili : Epidendroideacea

Suku : Epidendrae dendrobieae
Subsuku : Dendrobiinae

Genus : Dendrobium

Para ahli botani mengelompokkan genus Dendrobium dalam beberapa
seksi. Beberapa seksi yang terkenal adalah seksi Ceratobium dan Phalaenanthe.
Para peneliti pada umumnya menggunakan anggrek Dendrobium dari seksi
Ceratobium (Spatulata) serta Phalaenanthe sebagai indukan untuk mendapatkan
tanaman anggrek dalam bentuk pot dan bunga anggrek potong (Widiastoety dkk.,
2010). Seksi spatulata merupakan anggrek yang memiliki tingkat keanekaragaman
yang tinggi dari segi bentuk dan warna bunga. Anggrek ini memiliki bentuk
tanduk dan keriting yang banyak digemari oleh konsumen. Selain itu anggrek
seksi spatulata memiliki ciri khas berupa petal yang terpilin dan merupakan

sumber genetik yang potensial untuk dikembangkan (Rianawati, S., 2017).

2.2 Pemuliaan Tanaman Anggrek

Menurut Marwoto dkk. (2012) selaku peneliti dalam Balai Penelitian
Tanaman Hias, cakupan penelitian pemuliaan tanaman anggrek meliputi koleksi
tetua persilangan, proses karakterisasi, persilangan antar tetua, perkecambahan

biji, pembentukan protokorm, regenerasi planlet dan aklimatisasi. Karakterisasi
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pada tetua persilangan terpilih dapat dilakukan melalui pengamatan morfologi
terhadap parameter kualitatif serta pengukuran pada parameter kuantitatif
berdasarkan panduan Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian Komisi
Nasional Plasma Nutfah (2004). Selain melakukan pengamatan morfologi,
dilakukan pengamatan karakter agronomi berupa umur panen (umur masak buah),
jumlah bunga, jumlah tangkai bunga, serta ketahanan dari mekar bunga untuk
kepentingan budidaya tanaman anggrek (Marwoto dkk., 2012). Pengetahuan
terhadap karakter dominan tetua untuk persilangan (bentuk, ukuran dan warna
bunga) harus dimiliki pemulia tanaman untuk membantu proses seleksi tetua
jantan dan tetua betina. Dalam persilangan juga dilakukan pencatatan tetua atau
indukan agar tata nama tanaman tidak rusak (Widiastoety dkk., 2010).

Seleksi pada tetua persilangan dapat dilakukan dengan melakukan analisis
Klaster (clustering) untuk mengetahui hubungan kekebaratan melalui software
UPGMA (Hartati dan Darsana, 2015), sedangkan hasil karakterisasi morfologi
pada tetua persilangan terpilih dapat dianalisis dengan melakukan uji parametrik
(uji T) untuk menilai potensi tetua persilangan. Mekanisme persilangan pada
bunga anggrek dapat terjadi secara alami (dengan bantuan serangga/pollinator)
dan secara buatan (bantuan manusia). Persilangan dilakukan dengan meletakkan
pollinia (pollen anggrek) pada gynoecium (stigma). Anggrek Dendrobium telah
banyak disilangkan baik secara interspesifik maupun interseksional. Persilangan
interspesifik dilakukan pada anggrek dalam satu genus dan satu seksi, sementara
persilangan interseksional dilakukan pada anggrek dalam satu genus yang sama
tetapi berbeda seksi. Persilangan akan menghasilkan anakan yang dikenal dengan
anggrek hibrida (Widiastoety dkk., 2010).

Anggrek Dendrobium memiliki ideotype (tipe ideal) sebagai tanaman pot
maupun anggrek potong. Pembentukan hibrida-hibrida baru mengacu pada
Ideotype tanaman anggrek. Ideotype Dendrobium potong maupun pot disesuaikan
dengan standar mutu, ekonomi dan preferensi konsumen menurut Setyawati dkKk.
(2012). Ideotype bunga anggrek adalah anggrek berbentuk tanduk, Kkeriting,
bintang, dan bulat, jumlah kuntum pertangkai > 12, tekstur bunga tebal, tangkai

bunga tegak, warna bunga cerah, ketahanan mekar bunga > 10 hari. ldeotype daun
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anggrek adalah memiliki daun yang berukuran pendek hingga sedang, sudut daun
>45°%-60°, daun kuat dan tidak mudah rebah serta daun bagian bawah tidak
ternaungi. Hal ini bertujuan untuk efektivitas fotosintesis dan mengurangi efek
penaungan daun yang berada pada bagian bawah (Setyawati dkk, 2012). Selain
itu, konsep ideotype Dendrobium potong berdasarkan SNI 01-3171-2014 terbagi
dalam 4 kelas (Mutu super, Mutu I, I1, 111). Perbedaan mutu berdasarkan jumlah

kuntum bunga, panjang tangkai pembungaan, prosentase kuntum mekar.

2.3 Perbanyakan Anggrek Secara In-Vitro

Kultur jaringan tanaman (kultur in-vitro) mengacu pada pertumbuhan dan
perbanyakan sel, jaringan dan organ tanaman yang ditumbuhkan dalam media
padat atau cair di bawah kondisi aseptik dan lingkungan yang terkendali. Prinsip
teknik kultur in-vitro adalah munculnya konsep bahwa sel adalah totipoten
(totipotensi sel) dimana setiap sel tanaman memiliki kapasitas dan kemampuan
untuk berkembang menjadi seluruh organisme atau tanaman yang utuh (Bhoite
dan Palshikar, 2014). Perkecambahan biji anggrek melalui teknik konvensional
sangat sukar dilakukan, maka digunakanlah teknik yang lebih mudah, efektif, dan
efisien yaitu melalui kultur in-vitro.

Para pemulia tanaman anggrek menggunakan kultur in-vitro sebagai
teknik pemuliaan tanaman non-konvensional. Pada berbagai penelitian pemuliaan
anggrek, biji anggrek hasil persilangan dikultur secara in-vitro untuk membantu
perkecambahan biji. Biji anggrek yang berkecambah akan membentuk struktur sel
kompak yang disebut protokorm. Biji anggrek adalah biji yang berukuran
mikroskopis dan sangat sulit untuk berkecambah secara alami dikarenakan biji
anggrek tidak mempunyai endosperm (cadangan makanan). Sejumlah ahli botani
melihat, menjelaskan dan menggambarkan adanya sejenis jamur (fungi) pada biji,
akar dan rimpang anggrek. Fungi tersebut dikenal sebagai mycorrhizae yang
sangat diperlukan benih tanaman anggrek selama masa berkecambah (Yam dan
Arditti, 2009). Berdasarkan kondisi tersebut, perbanyakan anggrek tidak bisa

lepas dari peranan teknik kultur jaringan tanaman (kultur in-vitro).
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2.4 Media Kultur In-Vitro

Beberapa media dasar yang dikenal sebagai media dasar dalam kultur
jaringan adalah Murashige and Skoog (MS), Vacin and Went (VW), Knudson C,
White, Woody Plant Media (WPM), B5, Nitsch and Nitsch, Schenk and
Hildebrendt (SH), N6 dan lain-lain. Komponen-komponen penting dalam media
kultur jaringan dapat dikelompokkan menjadi enam kelas yaitu makronutrien,
mikronutrien, vitamin, asam amino, asam organik dan penambahan zat
pertumbuhan tanaman atau ZPT (Metwali dan Al-Maghrabi, 2012). Berbagai hasil
penelitian  menunjukkan penggunaan media VW dalam menginduksi
perkecambahan biji dan mempercepat pembentukan protokorm anggrek.

Penelitian Tawaro et al. (2008) menunjukkan bahwa jumlah protokorm
Cymbidium findlaysonianum yang dikultur dalam medium VW cair dengan
modifikasi vitamin media MS meningkat empat kali lebih banyak dibandingkan
dengan media yang lain. Hasil penelitian Pakum et al. (2016) menunjukkan media
VW yang dikombinasikan dengan ekstrak kentang (75 gram/L) dan penambahan
air kelapa 100 mL/L merupakan kombinasi terbaik untuk perkecambahan anggrek
tersebut. Penggunaan berbagai senyawa organik seperti air kelapa, ekstrak pisang,
ekstrak kentang mampu untuk mendukung pertumbuhan dan perkembangan
eksplan spesies anggrek seperti Oncidium, Dendrobium, Phalaenopsis dan
Doritaenopsis (Tawaro et al., 2008).

Air Kkelapa merupakan senyawa organik yang memiliki berbagai
kandungan seperti sukrosa, glukosa, dan sukrosa. Air kelapa juga memiliki
kandungan ion anorganik seperti kalium (K), fosfor (P), kalsium (Ca), magnesium
(Mg), besi (Fe) dan mangan (Mn). Vitamin yang larut dalam air seperti thiamin
(VB1), Riboflavin (Vg2), niacin (Vas3), asam pantotenat (Vss), piridoksin (Vee),
myo-inositol dan asam askorbat (Vc) merupakan vitamin yang direkomendasikan
untuk pertumbuhan anggrek dan terdeteksi pada air kelapa. Air kelapa juga
mengandung fitohormon seperti IAA, trans-ZR dan ABA (Huh et al., 2016).
Selain itu, air kelapa mengandung difenil urea yang berfungsi sebagai sitokinin
yang dapat meningkatkan eksplan pertumbuhan dan regenerasi dengan

menginduksi pembelahan sel, kandungan giberelin juga dilaporkan terdapat pada
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air kelapa (Gupta, A., 2016). Auksin dan Sitokinin merupakan dua golongan ZPT
yang pada umumnya dipakai dalam teknik kultur in-vitro. Auksin adalah hormon
tanaman yang terlibat dalam berbagai mekanisme biologis seluler dasar seperti
endositosis, polaritas sel, dan kontrol siklus sel seperti pemanjangan sel dan
pertumbuhan diferensial, untuk fenomena makroskopik seperti embriogenesis,
pola jaringan dan pembentukan organ (Sauer et al., 2013). Semakin tinggi rasio
konsentrasi sitokinin terhadap auksin, akan meningkatkan perkembangan tunas,
rasio sitokinin dan auksin yang berimbang akan meningkatkan proliferasi kalus
yang tidak berdiferensiasi. Rasio sitokinin yang lebih rendah terhadap auksin akan
mendukung perkembangan akar. Sitokinin memainkan peran regulasi positif
dalam pengembangan tunas (Murai, 2014).

Sitokinin dan auksin yang berperan dalam siklus sel. Tahap yang paling
penting dalam siklus sel adalah transisi G1/S. Terdapat 2 molekul regulator dalam
siklus sel yaitu cyclins dan CDKs (Ong dan Torres, 2019). Setelah menerima
sinyal ekstraseluler yang berupa auksin (growth regulator), maka cyclin D
terbentuk dan segera melakukan berikatan dengan CDK membentuk kompleks
sisi aktif D-CDK4. Terdapat pula regulasi molekuler berupa retinoblastoma
protein (RB) dan faktor transkripsi E2F yang terfosforilasi dengan kompleks aktif
D-CDK4. Aktivasi E2F menghasilkan berbagai gen seperti cyclin A, E, DNA
polimerase, timidin, kinase dll.

Hasil penelitian Ong dan Torres (2019) menyatakan bahwa kehadiran
berbagai komponen molekul seperti cyclin-kinase dan sinyal ekstrasel memainkan
peran utama sebagai jantung dari program pembelahan sel. Cyclin E berikatan
dengan CDK2 membentuk kompleks E-CDK2 yang berfungsi saat fase S. Skema
siklus sel dan kontrol dari hormon tanaman terdapat pada Gambar 2.1. Skema
molekuler dari regulasi siklus sel pada tumbuhan sama saja dengan yang terjadi
pada hewan (Alberts et al., 2008). Perbedaan yang terjadi adalah adanya sinyal
ekstraseluler yang berupa hormon yang mempengaruhi regulasi siklus sel pada
tumbuhan (Traas dan Bohn-Courseau, 2005). Selain auksin, terdapat pula peran

sitokinin pada proses siklus sel. Sitokinin menstimulasi cyclin B agar berikatan
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dengan kompleks cdc2 untuk regulasi proses transisi G2/M (Boucheron et al.,
2002).
Gambar 2.1. Skema siklus sel dan kontrol hormon tanaman (Magyar et al.,2005).
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Terdapat dua jenis media dalam kultur jaringan, yaitu media padat dan
media cair (suspensi). Media suspensi merupakan kultur cair, dimana agarosa
tidak diberikan ke dalam media sehingga tidak memadat. Kultur cair memberikan
kesempatan yang sama untuk semua bagian eksplan untuk tumbuh, karena semua
bagian permukaan eksplan bersinggungan dengan media. Kultur cair berfungsi
sebagai media pengoptimalan perkembangan eksplan dan peningkatan produksi
(Sinta dkk., 2014). Metode cair bergerak (Liquid Agiatic Method) menggunakan
bantuan alat berupa shaker yang bergerak secara memutar dan mendatar. Metode
cair diam (Liquid Static Method) menggunakan penyangga (kertas saring) untuk
menumbuhkan biji angrek yang akan dikultur. Metode cair bergerak, metode cair
diam dan bioreactor telah sukses diaplikasikan untuk mendukung perkembangan
tanaman hias. Media cair juga telah banyak digunakan dalam penelitian anggrek
untuk peningkatan pembentukan protokorm, multiplikasi tunas dan PLB (Gupta,
S., 2016).

2.5 Protokorm dan PLB (Protocorm Like Bodies)

PLB adalah istilah khusus untuk embrio somatik pada anggrek dan
embriogenesis somatik merupakan proses pembentukan embrio yang berasal dari
sel-sel somatik (Lee et al., 2013). PLB terbentuk dari bagian tanaman yang

biasanya tidak terlibat dalam pembentukan embrio, seperti jaringan daun, akar,
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dan batang. Endosperma dan pelapis biji tidak ditemukan pada embrio somatik.
Biji anggrek mengalami imbibisi yang menyebabkan pembengkakan embrio.
Protokorm adalah embrio yang terbentuk dari proses perkecambahan biji anggrek.
Protokorm kemudian berkembang membentuk struktur daun dan akar yang
kemudian akan menjadi planlet, sedangkan PLB yang muncul pada bagian

protokorm dapat berkembang menjadi anakan/ individu baru (Setiari et al., 2018).

2.6 Penanda Molekuler Pada Tanaman

Dalam beberapa dekade terakhir, pengembangan teknik marka molekuler
berbasis DNA memiliki peningkatan yang signifikan dan secara rutin digunakan
dalam studi ekologi, evolusi, taksonomi, filogenetik, genetik populasi, dan
identifikasi ilmu tanaman (Zulfahmi, 2013). Kloroplas adalah organel dengan
DNA spesifik yaitu DNA klorolopas (cpDNA). Genom kloroplas dapat digunakan
sebagai bahan yang menjanjikan untuk proses klasifikasi dan diferensiasi tanaman
(Freitas et al., 2018). Pada tanaman anggrek, karakter genom kloroplas akan
memberikan informasi tentang komposisi yang berbeda dari struktur nukleotida
dalam kloroplas setiap spesies anggrek, sehingga dapat digunakan sebagai
penanda molekuler untuk identifikasi spesies anggrek dan pewarisan sifat
(Ferdiani et al., 2015). DNA Kloropas (cpDNA) merupakan salah satu penanda
molekuler yang banyak digunakan dalam riset bidang evolusi molekuler dan
sistematika tanaman dikarenakan memiliki genom yang berukuran kecil, copDNA
juga banyak digunakan untuk analisis tetua (anchestor analysis). Analisis
molekuler dapat dikerjakan dengan menggunakan penanda molekuler cpDNA
(chloroplast DNA) vyaitu trnLuaa intron dan dideteksi menggunakan PCR.
Keberhasilan pendugaan maternal inheritance (pewarisan sifat tetua betina)
dengan menggunakan marka molekuler cpDNA dilakukan oleh Cafasso et al.
(2005) dengan menganalasis biji anggrek Anacamptis palustris dengan PCR.

cpDNA telah dikarakterisasi hingga tingkat molekuler sehingga dapat
menjadi sumber informasi untuk keberlanjutan riset di bidang molekuler. Metode
deteksi cpDNA dapat menggunakan PCR dan sekuensing. Beberapa gen yang
terdapat pada cpDNA yang meliputi gen accD, matK, ndhJ, rpoB2, rpoC1, dan
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ycf5 (Lahaye et al., 2008), rbcL (Kress dan Erickson, 2007), trnLuaa intron
(Taberlet et al., 2007), dan trnH-psbA (Kress dan Erickson, 2007). Internal
Transcribed Spacer (ITS) pada DNA nuclear tanaman juga menunjukkan bagian
yang menjanjikan sebagai penanda molekuler (CBOL, 2013).

Bagian intron kloroplas diklasifikasikan sebagai intron kelompok I,
kelompok I1, dan I1l. Hampir semua tanaman darat dan alga charophyte memiliki
intron kelompok | dalam gen trnLuaa (Amirahmadi et al., 2010). Pada tanaman,
trnLuaa intron terletak dan diatur secara bersamaan oleh Gen trnLyaa dan
trnFeaa, Yang umumnya disebut sebagai wilayah trnL-F pada genom kloroplas.
Sejak diperkenalkan ke dalam sistematika molekuler, trnLuaa intron dan trnL-F
spacer telah dianggap layak sebagai marka molekuler di berbagai tingkat
taksonomi. Jumlah penanda untuk identifikasi molekuler semakin banyak tersedia,
termasuk wilayah trnL-F, yaitu trnLuaa intron (disingkat ‘trnL intron’) dan trnL-F
intergenic spacer, merupakan salah satu penanda molekuler yang paling sering
digunakan untuk identifikasi tingkat molekuler (Hao et al., 2009). Terdapat dua
wilayah dalam trnL intron yaitu trnL CD dan trnL GH (Taberlet et al., 2007).
Penggunaan dan evaluasi primer trnL intron region CD atau trnL CD telah
berhasil dan sukses digunakan pada beberapa famili tanaman, salah satunya

adalah famili Orchidaceae (Santos dan Pereira, 2017).

2.7 Hipotesis Penelitian
Pengambilan hipotesis berdasarkan latar belakang, perumusan masalah
dan tujuan penelitian adalah sebagai berikut:

1. Hasil karakterisasi berupa karakter morfologi dan agronomi dapat digunakan
untuk menilai potensi tetua persilangan terpilih dengan melakukan uji
parametrik yaitu uji T (T-test).

2. Persilangan interspesifik dan resiprokal dapat digunakan untuk mengetahui
fertilitas dan kompatibilitas dari tetua persilangan terpilih.

3. Deteksi maternal inheritance pada planlet anggrek hasil persilangan dapat
diidentifikasi dan dikonfirmasi pada tingkat molekuler dengan menggunakan
marka molekuler DNA kloroplas (cpDNA).
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BAB Il METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Percobaan ini dilaksanakan pada bulan Februari 2019 sampai dengan
Desember 2019 bertempat di DD Orchids Nursery Desa Dadarejo, Kabupaten
Batu, Jawa Timur; Laboratorium Kultur Jaringan Anggrek Agrotechnopark,
Laboratorium Fisiologi Tanaman Fakultas Pertanian serta UPT-Laboratorium
Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi CDAST, Universitas Jember Jalan
Kalimantan 37 Kampus Bumi Tegal Boto.

3.2 Bahan dan Alat

Alat-alat yang digunakan dalam percobaan ini antara lain: kamera digital,
jangka sorong, penggaris, kain penutup, Klip, stik (tusuk gigi), kertas label,
lumpang, alu porselen, kertas saring, Laminar Air Flow Cabinet, hot plate,
timbangan analitik, botol kultur, batang pengaduk, gelas stainless, gelas ukur,
pipet, autoclave, oven listrik, cawan petri, labu erlenmeyer, pembakar
bunsen,pinset, shaker, pH meter, thermocycler (mesin PCR), waterbath, gel
documentation dan software MVSP versi 3.22. Bahan percobaan meliputi
tanaman induk anggrek Dendrobium yang telah berbunga, biji dan protokorm
anggrek hasil persilangan, buffer CTAB, media VW cair dan padat, air kelapa,
alkohol, spiritus, akuades, komponen reaksi PCR serta penanda molekuler DNA
kloroplas (cpDNA).

3.3 Rancangan Percobaan

Percobaan dimulai dengan melakukan analisis klaster, karakterisasi
morfologi dan melakukan percobaan persilangan. Buah hasil persilangan
dipelihara hingga matang fisiologis kemudian biji anggrek dikecambahkan
melalui kultur in-vitro hingga membentuk protokorm. Protokorm kemudian
dikembangkan dalam media regenerasi untuk berdiferensiasi menjadi planlet.
Planlet hasil kultur in-vitro dianalisis pada tingkat molekuler sebagai identifikasi

awal pewarisan sifat serta dilakukan aklimatisasi terhadap planlet.

13
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Rincian rancangan percobaan adalah sebagai berikut:

1.

Melakukan karakterisasi dan analisis klaster pada beberapa anggrek spesies
yang tergolong dalam genus Dendrobium, seksi spatulata sebagai metode
untuk mendapatkan hubungan kekerabatan yang dapat menjadi modal penting
dalam melakukan percobaan persilangan.

Tetua persilangan yang digunakan adalah tanaman anggrek yang telah
berbunga. Proses karakterisasi morfologi dilakukan untuk mendapatkan
parameter kuantitatif dan kualitatif pada masing-masing tetua persilangan.
Karakterisasi dilakukan pada seluruh bagian tanaman yang terdiri dari akar,
psedobulb, daun dan bunga. Setelah melakukan karakterisasi, organ bunga
dari masing-masing tetua persilangan digunakan sebagai bahan percobaan
persilangan.

Kriteria bunga untuk percobaan persilangan adalah bunga yang telah mekar
sempurna (anthesis). Jumlah bunga yang disilangkan antara 1-3 bunga,
tergantung pada jumlah bunga per-tangkai dari masing-masing tetua
persilangan. Teknik persilangan dalam penelitian ini adalah persilangan
interspesifik dan resiprokal yang bertujuan untuk mengetahui fertilitas serta
kompatibilitas pada masing-masing tetua persilangan. Percobaan persilangan
menghasilkan buah anggrek, kemudian biji anggrek yang berada didalam buah
akan dikecambahkan dalam kultur in-vitro.

Kultur in-vitro pada biji anggrek terdiri dari tiga tahap yaitu tahap tebar biji,
pembesaran dan perbanyakan protokorm, serta tahap pendewasaan (regenerasi
planlet). Kultur in-vitro pada media pembesaran protokorm menggunakan
rancangan acak lengkap (RAL) dengan 25 satuan percobaan. Kultur in-vitro
dalam media pembesaran dan perbanyakan bertujuan untuk mendapatkan
protokorm anggrek yang telah memiliki tunas. Protokorm kemudian
dikembangkan dalam media regenerasi untuk membentuk planlet. Planlet
kemudian digunakan sebagai bahan untuk melakukan analisa tingkat
molekuler dan aklimatisasi.

Melakukan pendugaan awal pewarisan sifat secara molekuler. Bahan untuk

analisis molekuler berupa planlet anggrek hasil persilangan dan proses
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identifikasi menggunakan marka molekuler trnL intron region CD dalam

DNA Kkloroplas untuk mengkonfirmasi pola pewarisan sifat maternal

inheritance.
Melakukan aklimatisasi planlet untuk menunjang keberlangsungan hidup

planlet dan sebagai periode awal kegiatan budidaya tanaman anggrek secara

ex vivo. Bagan Alur Penelitian terdapat pada Gambar 3.1.

[ Anggrek Spesies ]

¥

/

Karakterisasi /;)

¥

Analisis Klaster

Tanaman Hias

Panduan Balai Penelitian

Software UPGMA

Ideotype Anggrek

Seleksi Tetua Persilangan

N

[

Tetua Persilangan
Terpilih

/

Persilangan

/

Buah Anggrek

=
<

Karakter Morfologi

Karakter Agronomi

Parameter Kuantitatif

Uji-T

Parameter Kualitatif

Skoring

UpPOV

Interspesifik

Resiprokal

Matang Fisiologis

/_

Hibrida
Tebar Biji
A 4
I Pembesaran || Evaluasi Kultur
Kultur /n-Vitro / Protokorm Cair
— | Regenerasi Planlet
A 4
Planlet Anggrek / Karakter Morfologi
Hibrida / Planlet
\ 4

/ Analisis Molekuler /L

PCR

h 4

Aklimatisasi

Gambar 3.1 Bagan Alur Penelitian
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3.4 Pelaksanaan Percobaan
3.4.1 Karakterisasi dan Analisis Klaster

Karakterisasi morfologi anggrek dilaksanakan di DD Orchids Nursery
dengan mengikuti panduan Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian
Komisi Nasional Plasma Nutfah (2004) yang terdiri dari kegiatan pengukuran
parameter morfologi menggunakan jangka sorong, pencatatan hasil dan
dokumentasi hasil karakterisasi. Data morfologi adalah informasi penting pada
kegiatan pemuliaan, terutama yang berkaitan dengan persilangan serta sifat
unggul yang diinginkan (Handini dkk., 2016). Penentuan skoring hasil
karakterisasi disajikan dalam bentuk tabel dan mengacu pada test guideline
tanaman anggrek UPOV (International Union for The Protection of New Varieties
of Plants). Hasil karakterisasi kemudian dianalisis dengan software UPGMA
(Unweighted Pair Group Method With Arithmetic mean), MVSP versi 3.22 untuk
melakukan klastering (pengelompokan) dan modal seleksi tetua persilangan.

Tabel panduan karakterisasi dan skoring UPOV terdapat pada Lampiran 1.

3.4.2 Persilangan Anggrek
Persilangan dikerjakan pagi hari (07.00-08.00 WIB) di DD Orchids
Nursery dengan menyilangkan tetua persilangan terpilih sebagai tetua jantan
maupun betina. Pelaksanaan percobaan persilangan interspesifik dan resiprokal
adalah:
1. Persiapan Kit persilangan
Kit persilangan terdiri dari jangka sorong, benang, penggaris, kain penutup,
Klip, stik (tusuk gigi), alat tulis dan kertas label.
2. Seleksi bunga persilangan
Seleksi bunga memperhatikan kondisi bunga dan jumlah bunga yang
disilangkan. Kondisi bunga adalah dalam keadaan mekar sempurna (anthesis)
dan maksimal menggunakan tiga bunga pada satu tangkai untuk disilangkan.
3. Persilangan
Persilangan secara interspesifik dan resiprokal dilakukan dalam empat tahap.

Tahap pertama pada persilangan interspesifik adalah mendorong perhiasan
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bunga, yaitu bagian labellum tetua betina dengan bantuan jari tangan ke arah
bawah. Tahap kedua adalah mengambil cairan bening pada permukaan column
(stigma anggrek) dengan menggunakan ujung stik. Tahap ketiga adalah
membuka anther cap tetua jantan dan dengan hati-hati mengambil pollinia
(pollen anggrek) dengan ujung stik yang telah dilumuri cairan stigma dari
tetua betina. Tahap keempat yaitu menempelkan pollinia dari tetua jantan
pada column tetua betina. Persilangan resiprokal mengikuti tahap persilangan
interspesifik, perbedaanya adalah dengan mengganti model persilangan pada
tetua jantan menjadi tetua betina dan sebaliknya.
4. Pemberian label

Setelah proses persilangan selesai dikerjakan, kemudian lakukan pencatatan
waktu polinasi (tanggal, bulan, dan tahun polinasi) serta nama tetua
persilangan yang digunakan. Pencatatan tetua persilangan serta sumber benih
(seed parent dan pollen parent) harus tertera dan tertulis dengan jelas. Sumber
benih merupakan identitas yang wajib ada saat akan melakukan register

anggrek hibrida pada RHS (Royal Horticultural Society).

3.4.3 Perbanyakan Anggrek Hasil Persilangan
Kultur in-vitro untuk perbanyakan protokorm dilakukan di Laboratorium
Kultur Jaringan Anggrek Agrotechnopark Universitas Jember. Pengamatan
protokorm dilakukan di Laboratorium Fisiologi Tanaman Fakultas Pertanian
Universitas Jember. Pelaksanaan perbanyakan protokorm meliputi sterilisasi alat
inokulasi, sterilisasi ruang kerja, penebaran biji anggrek pada media tebar,
subkultur protokorm pada media pembesaran dan regenerasi planlet.
1. Sterilisasi Alat dan Ruang Kerja
Peralatan inokulasi disterilisasi dalam autoklaf selama 15 menit (1,5 atm dan
suhu 121°C). Ketika akan bekerja dalam LAFC, peralatan inokulasi
dicelupkan dalam alkohol 70%, dibakar dengan api bunsen kemudian letakkan
dalam LAFC. Sterilisasi LAFC (Laminar Air Flow Cabinet) dilakukan dengan

menggosok laminar menggunakan kertas tissue dengan alkohol 70%,
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kemudian nyalakan lampu UV (+ 1 jam). Ketika ruangan LAFC siap
digunakan, matikan lampu UV dan nyalakan blower.

Penebaran Biji

Setiap biji yang berasal dari buah hasil persilangan ditebar pada media tebar.
Setelah 2-3 bulan dalam media tebar, protokorm disubkultur pada media
pembesaran. Media tebar menggunakan media VW dengan penambahan
ekstrak tomat 150 gram/L (Dwiyani et al., 2009).

Pembesaran Protokorm

Protokorm dalam media tebar disubkultur pada media pembesaran. Media
pembesaran menggunakan media VW cair yang ditambahkan air kelapa.
Rancangan kultur cair menggunakan RAL (Rancangan Acak Lengkap) dengan
total 25 satuan percobaan. Desain dan evaluasi kultur cair dalam percobaan ini
menggunakan media padat sebagai pembanding. Desain dan rancangan
percobaan terdapat pada Gambar 3.2. Seluruh satuan percobaan baik pada
media padat dan cair mendapat formulasi media yang sama yaitu media VW
dengan penambahan air kelapa. Eksplan yang ditanam dalam tiap satuan
percobaan menggunakan standar berat. Berat protokorm yang ditimbang untuk
tiap satuan percobaan adalah 0,25 gram yang setara dengan + 100 protokorm.
Konsentrasi air kelapa yang digunakan dalam penelitian ini adalah 200 mL/L

Huh et al. (2016). Protokorm ditumbuhkan pada media pembesaran selama 1

bulan.
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
6 7 8 9 10 6 7 8 9 10
11 12 | 13 14 15 11 12 13 14 15
16 17 | 18 19 20 17 17 18 19 20
21 22 | 23 24 25 21 22 23 24 25

Media padat Media cair

Gambar 3.2 RAL dalam media pembesaran
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Regenerasi Planlet

Protokorm kemudian dipelihara dalam media regenerasi untuk memacu
pembentukan planlet. Planlet yang terbentuk kemudian digunakan sebagai
bahan untuk analisis molekuler dan aklimatisasi. Media regenerasi
menggunakan media VW padat dengan penambahan 15% air kelapa, 5%
homogenat pisang, 5% homogenat kentang, 0,2 % arang aktif (Tawaro et al.,
2008).

3.4.4 Identifikasi Pewarisan Sifat Secara Molekuler

Analisis molekuler dilakukan di UPT-Laboratorium Terpadu dan Sentra

Inovasi Teknologi CDAST, Universitas Jember yang meliputi tahap isolasi DNA,
dan aplikasi PCR.

1.

Isolasi DNA

Isolasi DNA dari bagian daun segar yang berasal dari planlet anggrek D.
lasianthera, D. antennatum dan D. hibrida berdasarkan metode (Doyle dan
Doyle, 1987) yang dimodifikasi. Pertama, potong sampel daun seberat 0,2
gram dan rendam dalam larutan etanol murni selama 24 jam. Setelah itu bilas
menggunakan akuades steril dan keringkan. Gerus sebanyak 0,2 g sampel
daun segar hingga halus disertai penambahan 700 ul buffer CTAB dengan
menggunakan alu dan mortar. Pindahkan esktrak tanaman ke dalam tabung
ependorf, kemudian inkubasikan ekstrak tanaman dalam waterbath selama 30
menit pada suhu 60°C. Setelah diinkubasi dalam waterbath, sentrifugasi
campuran ekstrak tanaman dengan kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit,
suhu 4°C. Ambil supernatan dan pindahkan supernatan dalam tabung ependorf
steril. Pada tiap tabung ependorf tambahkan 250 ul isopropanol (equal
volume) dan inkubasi dalam suhu -20°C selama 30 menit. Sentrifuse dengan
kecepatan 5000 rpm selama 10 menit, suhu 4°C.

Buang supernatant, tambahkan buffer TE sebanyak 50 pl, inkubasi pada suhu
ruang 37°C, selama 1 jam. Tambahkan buffer TE 250 pl dan PCI 300 pl.
Sentrifuse dengan kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit, suhu ruang. Ambil

supernatant 250 pl dan kloroform 250 pl. Vortex kemudian sentrifuse dengan
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kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit, suhu 4°C. Ambil supernatant 200 pl
dan isopropanol 200 pl. Inkubasi pada suhu -20°C selama 30 menit. Sentrifuse
kecepatan 12.000 rpm, 10 menit, suhu 4°C, buang supernatant dan keringkan
pellet. Setelah pellet kering, tambahkan 20 ul dan simpan pada suhu -20°C.
2. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Penanda molekuler untuk amplifikasi DNA adalah trnL intron pada tiap
sampel DNA. Setiap larutan PCR (konsentrasi 20 ul): sampel DNA (2 ul),
PCR master mix (10 ul), primer forward dan reverse @ 1 ul, dan dicampur
dengan akuabides (ddH.O 6 ul). Amplifikasi DNA menggunakan PCR
thermal cycle (Lestari dkk., 2018). Urutan primer untuk penanda molekuler
trnL CD adalah: cpDNAtrnLC _F (5°-CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG-
3’) dan cpDNAtmLD R (5’-GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC-3’)
(Santos dan Pereira, 2017). Program PCR untuk tahap pre-denaturasi diatur
pada suhu 95°C selama 30 detik, dilanjutkan dengan 35 siklus tahap denaturasi
pada suhu 95°C selama 30 detik, tahap annealing pada suhu 53°C selama 1
menit dan tahap ekstension pada suhu 72°C selama 1 menit. Tahap terakhir

adalah post-extention selama 10 menit pada suhu 72°C, hold pada suhu 4 °C.

3.4.5 Aklimatisasi Planlet

Aklimatisasi dilakukan pada saat planlet berumur 5 bulan dalam media
regenerasi. Media aklimatisasi yang digunakan adalah campuran media moss
dengan arang, sementara penanaman planlet dilakukan dalam bentuk Kompot
(community pot). Adi dkk. (2014) mengemukakan bahwa media moss
menunjukkan respon pertumbuhan yang baik pada pertumbuhan planlet anggrek
hitam. Media tumbuh tanaman anggrek yang umum digunakan adalah campuran
arang, pakis, moss, potongan kayu, potongan bata atau genting, serutan kayu, kulit
pinus dan serabut kelapa (Ginting dkk., 2004).

3.5 Variabel Pengamatan
Variabel yang diamati meliputi analisis klaster, karakterisasi tetua
persilangan terpilih untuk memperoleh karakter morfologi dan agronomi,

persilangan interspesifik dan resiprokal untuk memperoleh data fertilitas dan


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

21

kompatibilitas, karakter morfologi biji dan protokorm anggrek, identifikasi awal

maternal inheritance serta aklimatisasi planlet anggrek hasil persilangan.

3.5.1 Analisis Klaster dan Karakterisasi Tetua Persilangan

Analisis klaster menggunakan software MVSP versi 3.22 dengan data
berupa parameter kuantitatif dan kualitatif pada 10 anggrek spesies. Karakterisasi
pada tetua persilangan terpilih melalui pengamatan morfologi terhadap parameter
kualitatif serta pengukuran pada parameter kuantitatif berdasarkan panduan Badan
Penelitian dan Pengembangan Pertanian Komisi Nasional Plasma Nutfah (2004).
Variabel pengamatan parameter kualitatif meliputi:

a. Karakter dari daun (bentuk, bentuk ujung, penampang melintang, susunan,
bentuk tepi, tekstur permukaan dan simetri daun).

b. Pseudobulb (bentuk pseudobulb, penampang melintang pseudobulb)

c. Pembungaan (resupinasi, posisi dan tipe pembungaan, spur).

d. Bunga (bentuk dari bunga, sepal dan petal, bentuk ujung sepal dan petal,
susunan petal, penampang melintang sepal dan petal).

e. Labellum (letak lekuk labellum, penampang melintang labellum, bentuk

labellum, bentuk keping sisi, bentuk keping tengah, kuvatur keping sisi).

Tipe kalus

Bentuk buah

= a =~

Tipe perakaran

i.  Tipe pertumbuhan

Data pengamatan parameter kualitatif pada proses karakterisasi morfologi anggrek
diolah dalam bentuk tabel yang mengikuti format UPOV, kemudian dilakukan
skoring untuk menilai potensi masing-masing indukan yang akan digunakan
sebagai tetua persilangan.

Variabel pengamatan parameter kuantitatif meliputi:

a. Tangkai (panjang tangkai bunga dan rangkaian bunga serta diameter tangkai
bunga)
b. Daun (panjang daun, lebar daun, ketebalan daun)

c. Pseudobulb (panjang pseudobulb, diameter pseudobulb)
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d. Bunga (panjang perhiasan bunga, lebar perhiasan bunga, panjang sepal dorsal,
panjang sepal lateral, panjang petal, jumlah kuntum).

Pengukuran parameter kuantitatif dengan menggunakan jangka sorong akurasi

0,01 mm. Hasil Karakterisasi berupa data pengamatan parameter kuantiatif

dianalisis menggunakan uji parametrik dengan uji-T (o 5%). Karakter agronomi

yang diamati meliputi umur panen (umur masak buah), jumlah bunga, jumlah

tangkai bunga, serta ketahanan dari mekar bunga.

3.5.2 Persilangan Interspesifik dan Resiprokal

Teknik persilangan secara interspesifik dan resiprokal bertujuan untuk
mengetahui kompatibilitas dan fertilitas indukan. Kompatibilitas dan fertilitas dari
tetua persilangan terpilih dapat diketahui dengan menganalisis parameter
pengamatan berupa pembentukan buah. Pengamatan data menggunakan analisis
deskriptif sehingga data yang diperoleh diuji secara deskriptif (Hartati dkk.,
2014).

3.5.3 Karakter Morfologi Biji dan Planlet Anggrek
Variabel pengamatan difokuskan pada struktur biji anggrek hasil
persilangan, identifikasi fase pertumbuhan protokorm, kedinian pembentukan
primordia tunas, berat basah dan berat kering protokorm serta morfologi anggrek
hibrida.
a. Struktur biji anggrek
Pengamatan struktur biji anggrek dilakukan dengan menggunakan biji anggrek
yang masih menempel dalam daging buah. Pengamatan dan dokumentasi
menggunakan Mikroskop Leica.
b. Identifikasi fase pertumbuhan protokorm
Identifikasi dilakukan pada setiap dua minggu sekali. ldentifikasi serta
dokumentasi dilakukan pada tahap tebar hingga tahap pembesaran dan

perbanyakan dengan menggunakan Mikroskop Leica.
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c. Kedinian pembentukan primordia daun
Pengamatan dilakukan dengan mengamati kultur setiap hari dan menentukan
hari pertama munculnya primordia daun. Satuan pengamatan Hari Setelah
Tanam (HST). Pengamatan dan dokumentasi menggunakan Mikroskop Leica.

d. Berat basah dan berat kering protokorm
Pengamatan dilakukan pada akhir penelitian yaitu 30 hari setelah tanam (30
HST) pada media pembesaran. Pengamatan dilakukan dengan menimbang 100
protokorm pada timbangan analitik. Analisis berat basah dan Kkering
protokorm dilakukan pada 15 botol kultur cair dan padat menggunakan uji
homogenitas (uji F) yang dilanjutkan dengan melakukan uji-T (o 5%).

e. Morfologi planlet anggrek hibrida
Pengamatan karakter morfologi dilakukan pada planlet anggrek hibrida
menggunakan analisis deskriptif. Analisis berupa perbandingan morfologi

planlet D. hibrida dan planlet tetua persilangan.

3.5.4 Identifikasi Pewarisan Sifat Secara Molekuler

Hasil PCR diproses dengan elektroforesis dalam 1 % gel agarosa. Gel
agarosa divisualisasikan dengan transilluminator UV untuk mengamati fragmen
DNA (Ferdiani et al., 2015). Pengamatan pada hasil PCR dilakukan secara visual

dan didokumentasi dengan menggunakan Gel Documentation.

3.5.5 Aklimatisasi Planlet

Parameter pengamatan berupa tinggi planlet, jumlah daun, panjang daun,
jumlah akar, panjang akar, dan berat segar planlet yang berasal dari media cair
dan padat. Pengamatan dilakukan saat planlet berumur 5 bulan setelah tanam pada
media regenerasi. Analisis pada parameter aklimatisasi menggunakan uji

homogenitas (uji F) yang dilanjutkan dengan melakukan uji-T (o 5%).
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan penelitian sebagai berikut:

1. Hasil uji T (T-test) menunjukkan bahwa dari 13 karakter kuantitatif dan
kualitatif memiliki perbedaan pada morfologi daun, pseudobulb dan bunga.
Perbedaan karakter morfologi dan agronomi pada tetua persilangan terpilih
menunjukkan bahwa D. lasianthera dan D. antennatum memiliki potensi
sebagai indukan untuk produksi anggrek hibrida dengan tingkat keragaman
genetik tinggi.

2. Persilangan D. lasianthera (3) dan D. antennatum () menghasilkan buah
anggrek hibrida dengan biji yang viabel. Persilangan D. antennatum (2) dan
D. Lasianthera (%) berhasil membentuk buah tetapi tidak dapat menghasilkan
biji anggrek yang viabel.

3. Planlet D. hibrida hasil persilangan D. lasianthera (J) dan D. antennatum (%)
mengandung DNA yang telah terkonfirmasi dengan primer spesifik pada trnL
intron cpDNA (DNA kloroplas) sejumlah 2 individu tanaman (40%).

5.2 Saran

Pemeliharaan planlet pada tahap aklimatisasi dan budidaya planlet
diperlukan hingga tanaman anggrek berbunga untuk mengetahui karakter tetua
persilangan yang diturunkan, terutama ideotype bunga anggrek yang terbentuk
pada D. hibrida.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Tabel Skoring UPOV

71

No Bagian Deskriptor Skor Karakter
Tanaman
1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 umum Ukuran Sangat kecil kecil sedang Besar

tanaman
2 Bentuk Monopodial | Monopodial simpodial

pertumbuhan memanjat herba

3 Penampang pensil Bilateraly plikata Kondu

melintang compressed plikata

daun
4 Bibir: tipe lamellata Kompleks sederhana
kalus
5 Spur Tidak ada
6 Jumlah polinia dua empat delapan
7 Posisi dasar samping ujung
pembungaan
8 Pseudo ketegakan tegak Semi tegak horizontal Semi menggantung
bulb menggantung
9 Panjang Sangat pendek sedang panjang
pendek

10 Ukuran Sangat kecil kecil sedang Besar
11 Ketebalan Sangat tipis Tipis sedang Tebal
12 Penampang Berbentuk Berbentuk lonjong Bujur bulat Bulat telur

membujur pita lanset telur
13 Penampang Bujur telur bulat menyudut

melintang
14 daun Panjang pendek sedang Panjang
15 Lebar Sempit sedang lebar
16 Bentuk Berbentuk Berbentuk Berbentuk lonjong Berbentuk Bulat telur Bulat telur jorong Berbentuk

pita lanset lanset sendok sungsang jantung
sungsang
17 Bentuk ujung lancip meruncing Berujung tumpul Bentuk romping Ujung
runcing pepat membelah

18 Simetri ujung Asimetris Simetris
19 Tekstur gundul merona memisai mengewol | menempung | berbingkahan | berkeriput Berpapil

permukaan
20 susunan Tergulung Rangkap

bersama
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21 | Bunga Tipe Berbunga Perbungaan Berpaku- Tandan Malai Bertukal Payung
pembungaan tunggal terbatas paku
22 Ketegakan Tegak Semi tegak horizontal Semi
tangkai bunga mengggantung
23 Diameter kecil sedang Besar
tangkai bunga
24 Panjang pendek sedang Panjang
tangkai bunga
25 Panjang rachis pendek sedang Panjang
26 Penampakan Berlekuk ke | membentang | Berlekuk
sepal dan petal dalam keluar
27 Aroma bunga Tidak ada | ada
28 Jumlah sedikit sedang Banyak
kuntum bunga
29 Lebar bunga sempit sedang Lebar
30 Panjang bunga pendek sedang Panjang
31 Susunan petal terbuka bersentuhan | Saling
menumpang
32 Resupinasi Tidak ada | ada
33 Arah Satu arah Dua arah Segala arah
menghadap
bunga
34 Panjang ovary pendek sedang panjang
35 Panjang pendek sedang panjang
braktea
36 Bentuk \Y U
braktea
37 | Sepal Bentuk sepal Berbentuk | Bulat telur jorong Bulat telur | bulat Berbentuk Lonjong
pita sungsang lanset
38 Panjang pendek sedang panjang
39 Lebar sempit sedang lebar
40 Bentuk ujung lancip Meruncing Berujung tumpul Bentuk
dengan sisi suntih pepat
yang tajam dangkal
41 Penampang cekung datar cembung
melintang
42 Corak warna merata bercorak bertepi bergaris berjaring berbintik Bercorak dan | Bergaris | Bertepi dan
bergaris dan bergarias



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

73

berbintik
43 | Petal Corak warna merata bercorak bertepi bergaris berjaring berbintik Bercorak dan | Bergaris | Bertepi dan
bergaris dan bergarias
berbintik
44 Bentuk petal Berbentuk | Bulat telur jorong Bulat telur | Berbentuk Semi-bulat Berbentuk
pita sungsang | belah sendok
ketupat
45 Panjang petal pendek sedang Panjang
46 Lebar petal sempit sedang lebar
47 Bentuk ujung lancip meruncing Berujung tumpul Bentuk
petal suntih padat
dangkal
48 Penampang cembung datar cekung
melintang
49 Perpuntiran lemah sedang kuat
50 Jumlah warna satu dua tiga Lebih dari
tiga
51 Corak warna merata bercorak bertepi bergaris berjaring berbintik Bercorak dan | Bergaris | Bertepi dan
bergaris dan bergarias
berbintik
52 | Labellum Panjang Pendek Sedang Panjang
53 Lebar Sempit sedang lebar
54 Untuk jorong membulat Jorong
Dendrobium melintang
55 Untuk segitiga Bulat telur Trapezium | Trapezium
Dendrobium menyempit | melebar
56 Untuk Berbentuk | Belah Jorong Jorong
Dendrobium ginjal ketupat melintang
57 Corak keping merata bercorak bertepi bergaris berjala berbintik Bercorak dan | Bergaris | Bertepi dan
tengah bergaris dan bergarias
berbintik
58 | Labellum | Corak keping merata bercorak bertepi bergaris berjala berbintik Bercorak dan | Bergaris | Bertepi dan
sisi bergaris dan bergarias
berbintik
59 Ada tidaknya Tidak ada
kalus
60 Letak lekuk pangkal tengah ujung
61 | Akar Tipe akar Akar udara | Akar tanah
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62

63

64

Buah

Tipe kapsul berry
Diameter sempit sedang lebar
Panjang sempit sedang panjang
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Lampiran 2. Karakterisasi D. antennatum
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No Bagian Deskriptor Skor Karakter
Tanaman
1 2 3 4 5 6
1 umum Ukuran sedang
tanaman
2 Bentuk simpodial
pertumbuhan
3 Penampang Bilateraly
melintang compressed
daun
4 Bibir: tipe lamellata
kalus
5 Spur Tidak ada
6 Jumlah polinia empat
7 Posisi samping
pembungaan
8 Pseudo ketegakan Semi tegak
9 bulb Panjang pendek
10 Ukuran kecil
11 Ketebalan Tipis
12 Penampang Berbentuk
membujur lanset
13 Penampang bulat
melintang
14 daun Panjang sedang
15 Lebar Sempit
16 Bentuk Bulat telur
17 Bentuk ujung meruncing
18 Simetri ujung Asimetris
19 Tekstur gundul
permukaan
20 susunan Rangkap
21 | Bunga Tipe Tandan
pembungaan
22 Ketegakan Semi tegak
tangkai bunga
23 Diameter Kecil

tangkai bunga
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24 Panjang sedang
tangkai bunga
25 Panjang rachis sedang
26 Penampakan membentang
sepal dan petal
27 Aroma bunga Tidak ada
28 Jumlah sedang
kuntum bunga
29 Lebar bunga Sempit
30 Panjang bunga Panjang
31 Susunan petal terbuka
32 Resupinasi Ada
33 Arah Segala arah
menghadap
bunga
34 Panjang ovary sedang
35 Panjang sedang
braktea
36 Bentuk V
braktea
37 | Sepal Bentuk sepal Bulat telur
38 Panjang panjang
39 Lebar Sempit
40 Bentuk ujung lancip
41 Penampang Datar
melintang
42 Corak warna merata
43 | Petal Corak warna merata
44 Bentuk petal Berbentuk
pita
45 Panjang petal Panjang
46 Lebar petal Sempit
47 Bentuk ujung lancip
petal
48 Penampang Datar
melintang
49 Perpuntiran Lemah
50 Jumlah warna Dua
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51 Corak warna merata
52 | Labellum Panjang Pendek
53 Lebar Sempit
54 Untuk jorong
Dendrobium
(bentuk bibir)
55 Untuk Trapezium
Dendrobium melebar
(bentuk keping
Sisi)
56 Untuk Belah
Dendrobium ketupat
(bentuk keping
tengah)
57 Corak keping Bercorak dan
tengah bergaris
58 Corak keping merata
sisi
59 Ada tidaknya Tidak ada
kalus
60 Letak lekuk tengah
61 Tipe akar Akar udara
62 | Buah Tipe kapsul
63 Diameter sempit
64 Panjang sedang
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Lampiran 2. Karakterisasi D. lasianthera
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No Bagian Deskriptor Skor Karakter
Tanaman
1 2 3 4 5 6 7
1 umum Ukuran sedang
tanaman
2 Bentuk simpodial
pertumbuhan
3 Penampang Bilateraly
melintang compressed
daun
4 Bibir: tipe lamellata
kalus
5 Spur Tidak ada
6 Jumlah polinia empat
7 Posisi samping
pembungaan
8 Pseudo ketegakan Semi tegak
9 bulb Panjang sedang
10 Ukuran sedang
11 Ketebalan sedang
12 Penampang Bulat telur
membujur
13 Penampang bulat
melintang
14 | daun Panjang panjang
15 Lebar sedang
16 Bentuk jorong
17 Bentuk ujung Bentuk
pepat
18 Simetri ujung Simetris
19 Tekstur Berbingkahan
permukaan
20 susunan Rangkap
21 | Bunga Tipe Tandan
pembungaan
22 Ketegakan Semi tegak
tangkai bunga
23 Diameter sedang
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tangkai bunga

24 Panjang sedang
tangkai bunga
25 Panjang rachis sedang
26 Penampakan Berlekuk
sepal dan petal keluar
27 Aroma bunga Tidak ada
28 Jumlah sedang
kuntum bunga
29 Lebar bunga sedang
30 Panjang bunga Sedang
31 Susunan petal terbuka
32 Resupinasi ada
33 Arah Segala arah
menghadap
bunga
34 Panjang ovary sedang
35 Panjang sedang
braktea
36 Bentuk V
braktea
37 | Sepal Bentuk sepal Bulat telur
38 Panjang sedang \
39 Lebar sedang
40 Bentuk ujung lancip
41 Penampang datar
melintang
42 Corak warna merata
43 | Petal Corak warna merata
44 Bentuk petal Berbentuk
pita
45 Panjang petal Panjang
46 Lebar petal lebar
47 Bentuk ujung lancip
petal
48 Penampang Datar
melintang
49 Perpuntiran kuat
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50 Jumlah warna Dua
51 Corak warna bercorak
52 | Labellum Panjang Sedang
53 Lebar lebar
54 Untuk membulat
Dendrobium
(bentuk bibir)
55 Untuk Trapezium
Dendrobium melebar
(bentuk keping
sisi)
56 Untuk Belah
Dendrobium ketupat
(bentuk keping
tengah)
57 Corak keping Bergaris
tengah
58 Corak keping merata
Sisi
59 Ada tidaknya Tidak ada
kalus
60 Letak lekuk ujung
61 | Akar Tipe akar Akar udara
62 | buah Tipe kapsul
63 Diameter sedang
64 Panjang sedang
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Lampiran 3. Bagan Kultur in-vitro dan Peta Kontaminasi

Tahap 1. Tebar Biji Tebar Biji (10 botol kultur)
(3 bulan)
Tahap 2. Pembesaran ﬂ
(1 bulan)
Pembesaran

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

6 7 8 9 10 6 7 8 9 10

11 12 | 13 14 15 11 12 13 14 15

16 | 17 | 18 | 19 20 17 17 18 19 20

21 | 22 | 23 | 24 25 21 22 23 24 25

Media padat Media cair

Peta kontaminasi

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

6 7 8 9 10 6

11 |12 ] 13 - 15 11

16 | 17 | 18 | 19 20 16 17

21 . 23 | 24 | 25 21 | 22 | 23

Media padat Media cair

Keterangan: . = kontaminasi media, = satuan percobaan yang digunakan
untuk pengukuran berat protokorm, = satuan percobaan yang digunakan untuk

regenerasi planlet.

Media padat : 8 botol kultur (@100 protokorm) = 800 protokorm

Media cair  : 6 botol kultur (@100 protokorm) = 600 protokorm

Media padat : 8 botol kultur yang berisi 800 protokorm disubkultur dalam media
regenerasi dengan tiap botol berisi 20 protokorm. Total terdapat 40 botol kultur.
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Media cair  : 6 botol kultur yang berisi 600 protokorm disubkultur dalam media
regenerasi dengan tiap botol berisi 20 protokorm. Total terdapat 30 botol kultur.

Tahap 3. Regenerasi Planlet

(5 bulan) Regenerasi Planlet
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6
6 7 8 9 10 7 8 9 10 | 11 12

11 12 13 14 15 13 | 14 | 15 | 16 | 17 18

16 17 18 19 20 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24

21 22 23 24 25 25 | 26 | 27 | 28 | 29 30

26 27 28 29 30

31 32 33 34 96

36 37 38 39 40

Media Padat Media Cair

Peta Kontaminasi

67-910 8 | 9 | 10 | 11 | 12

11 12 13 14 L5 13 14 17 18

- R

21 22

23 24

- -

18 19
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Keterangan: . = kontaminasi media, | | = satuan percobaan yang digunakan
untuk bahan analisis molekuler, = satuan percobaan yang digunakan untuk
aklimatisasi.

Lampiran 4. Munsell color chart

MUNSELL" 5GY MUNSELL” 2.5 GY

COLOR CHART FOR PLANT TISSUES COLOR CHART FOR PLANT TISSUES
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Lampiran 5. Contoh analisis data penelitian

Parameter Pengamatan Aklimatisasi

AKLIMATISASI EKSPLAN MEDIA PADAT
RATA-RATA

ULANGAN
KE

0 N O U B WN P

o

RATA-RATA
Sd

jml.
Daun
8.65
8.05
7.8
8.7
7.4
8.5
8.1
9.2
9.95
8.48
0.77

jml.
Akar
10.6
8.6
8.9
11.55
8.85
9.4
8.65
9.35
10.1
9.56
1.01

AKLIMATISASI EKSPLAN MEDIA

CAIR

ULANGAN
KE

0O N O Ul A WN P

O

RATA-RATA
Sd

jml.
Daun
9.05
10.35
9.05
7.3
9.65
8.75
9.4
9.7
9.15
9.16
0.84

RATA-RATA

jml.
Akar
12.05
12.85
10.15
8.95
10.7
8.45
8.85
10.85

7.5
10.04
1.75

pjg.
Daun
2.38

2.2
2.31
2.17

2.1
2.095
1.855
2.17
2.225
2.17
0.15

pjg.
Daun
1.89
2.56
2.345
2.55
3.145
2.54
1.93
2.98
2.525
2.50
0.41

84

pj8-
Akar
3.45
2.81
2.93
2.95
2.285
2.425
2.11
2.27
2.75
2.66
0.43

pjg-
Akar
3.80
4.285
2.585
3.435
3.76
3.59
2.975
3.89
3.35
3.52
0.51

tinggi
planlet
3.79
3.47
3.265
3.465
2.75
2.835
2.895
3.32
3.415
3.25
0.35

tinggi
planlet
3.61
4.025
3.715
3.965
4.6
3.99
3.365
4.44
3.745
3.94
0.39

berat
segar
0.63
0.42
0.389
0.4405
0.3485
0.3295
0.28
0.29
0.378
0.39
0.11

berat
segar
0.56
0.65
0.528
0.3955
0.557
0.444
0.4105
0.5585
0.405
0.50
0.09
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Variabel Pengamatan : Jumlah Daun

Uji F
Padat Cair
ULANGAN KE jml. Daun ULANGAN KE jml. Daun

1 8.65 1 10.6

2 8.05 2 8.6

3 7.8 3 8.9

4 8.7 4 11.55

5 7.4 5 8.85

6 8.5 6 9.4

7 8.1 7 8.65

8 9.2 8 9.35

9 9.95 9 10.1
RATA-RATA 8.48 RATA-RATA 9.56
Sd 0.77 Sd 1.01
VARIANS 0.589375 1.011528
F HITUNG 1.716271945
F TABEL 3.438101233

F HITUNG < F TABEL
VARIANS HOMOGEN

HO = jumlah daun eksplan media padat sama dengan jumlah eksplan media cair (tidak
berbeda)

H1 = jumlah daun eksplan media padat tidak sama dengan jumlah eksplan media cair
(terdapat perbedaan)
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Ui T

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances

8.65 10.6
Mean 8.4625 9.425
Variance 0.669107143 0.980714286
Observations 8 8
Pooled Variance 0.824910714
Hypothesized Mean Difference 0
Df 14
t Stat 2.119469941
P(T<=t) one-tail 0.026204168
t Critical one-tail 1.761310115
P(T<=t) two-tail 0.052408337
t Critical two-tail 2.144786681

T stat (T hitung) < T Critical two-tail (T tabel)

HO diterima

HO = jumlah daun eksplan media padat sama dengan jumlah eksplan media cair
(tidak berbeda)

H1 = jumlah daun eksplan media padat tidak sama dengan jumlah eksplan media cair
(terdapat perbedaan)

Kesimpulan:
Terima HO, tolak H1
jumlah daun tidak berbeda nyata
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Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian

" igff '

ulasi pada media cair

0 & s

Penimbangan berat basah-kering B

Analisis PCR Produksi planlet anggrek hibrida
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