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Abstrak. Anggrek tebu (Grammatophyllum speciosum) dikenal sebagai anggrek spesies yang
memiliki ciri khas perawakan dan perbungaan yang besar. Namun, keberadaannya di alam
mengalami kepunahan akibat kegiatan eksploitasi, fragmentasi lahan, dan adanya kendala
dalam hal perbanyakan, sehingga diperlukan teknologi biji sintetis melalui penambahan
retardan paklobutrazol sebagai solusinya. Tujuan penelitian yaitu untuk mendeskripsikan
pengaruh konsentrasi hormon paklobutrazol terhadap pertumbuhan biji sintetis anggrek tebu
secara in vitro. Metode penelitian ini adalah eksperimental dengan menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL). Variabel manipulasi berupa konsentrasi paklobutrazol (0 mg/1, 1 mg/1, 3
mg/1, 5 mg/1, 7 mg/l, dan 9 mg/I), menggunakan 4 kali pengulangan (setiap unit terdiri dari
10 biji sintetis). Variabel responnya berupa pertumbuhan biji sintetis anggrek tebu meliputi
kondisi fisik di setiap tahap, persentase daya tembus, daya hidup, kontaminasi dan browning,
data dianalisis secara deskriptif kuantitatif. Hasil dari penelitian menunjukkan adanya
pengaruh pemberian paklobutrazol dengan berbagai konsentrasi terhadap pertumbuhan biji
sintetis G. speciosum. Paklobutrazol 9 mg/l adalah konsentrasi optimal dalam menghambat
pertumbuhan biji sintetis G. speciosum dengan tingkat daya hidup tertinggi dan daya tembus,
kontaminasi serta browning terendah saat tahap regenerasi.

Kata kunci: anggrek tebu; biji sintetis; paklobutrazol

Abstract. Sugarcane orchid (Grammatophyllum speciosum) is known as an orchid species with large
stature and inflorescent characteristic. However, its existence in nature is experiencing extinction due to
exploitation, land fragmentation, and problems in propagation, so synthetic seed technology is needed
through the addition of paclobutrazol retardants as a solution. This research aimed to describe the effect
of paclobutrazol hormone for in vitro growth synthetic seed of sugarcane orchid. The method of reserach
was experimental by using Complete Randomized Design (CRD). The manipulation variable was
paclobutrazol concentration (0 mg/l, 1 mg/l, 3 mg/l, 5 mg/l, 7 mg/l, and 9 mg/l), using 4 repetitions (10
synthetic seeds in each units). The response variable was sugarcane orchid synthetic seed growth like
physical condition on every stage, percentage of emergence rate, survival rate, contamination, and
browning, data were analyzed descriptively quantitatively. The research indicated that there was effect of
paclobutrazol hormone concentration for in vitro growth synthetic seed of G. speciosum. Paclobutrazol 9
mg/l is the optimal concentration which was able to inhibit growth synthetic seed of G. speciosum with
the highest survival rate and the lowest emergence rate, contamination, and browning.
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PENDAHULUAN

Anggek merupakan salah satu jenis tanaman hortikultura yang digemari oleh kalangan
masyarakat karena nilai estetiknya dan prospek yang tinggi untuk dikembangkan secara komersial
(Fauziah et al., 2014; Mahadi, 2016). Akan tetapi, keindahan dari tanaman anggrek menjadikannya
berada dalam ambang kepunahan. Menurut komunitas khusus anggrek dalam aksi penyelamatan
spesies (Species Survival Commission) dari IUCN, penurunan populasi anggrek dikarenakan beberapa
hal seperti illegal logging, adanya fragmentasi habitat, eksploitasi berlebih guna diperdagangkan
maupun koleksi pribadi tanpa mempertimbangkan kelestariannya (Isda ef al., 2015; Baiduri dan
Fitriani, 2019).

Anggrek tebu (Grammatophyllum speciosum) merupakan salah satu anggrek spesies yang
terancam kelestariannya di alam. Keunikan anggrek ini terdapat pada perawakan dan
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perbungaannya sehingga memiliki nilai jual yang tinggi (Markal et al., 2015). G. speciosum diketahui
berpotensi sebagai tanaman obat dan mampu meningkatkan fenotip sel induk keratinosit manusia
(Chowjarean et al., 2018; Harikarnpakdee dan Chowjarean, 2018). Adanya potensi yang beragam
mendorong minat masyarakat untuk membudidayakannya

Pada umumnya, tanaman anggrek diperbanyak secara konvensional dengan pemisahan
rumpun anggrek dewasa atau tunas adventif kemudian ditanam ke media yang sama dengan
induknya (Rineksane et al., 2018) Namun, perbanyakan dengan cara ini membutuhkan waktu lama
dan jumlah anakannya yang terbatas. Selain itu, anggrek juga diperbanyak dengan mikropropagasi
karena ukuran biji yang kecil dan tidak memiliki endosperm (Isda dan Fatonah, 2014).

Biji sintetis (synthetic seed) merupakan aplikasi penting di bidang kultur jaringan tanaman
berupa benih buatan dengan eksplan yang dienkapsulasi dan diregenerasikan pada masa dan suhu
penyimpanan tertentu (Prihatini dan Hadiati, 2019). Enkapsulai didefinisikan sebagai pembalutan
eksplan tanaman dengan menggunakan matriks enkapsulasi (Kumari et al., 2014). Terdapat 2 agen
pembentuk matriks, yakni natrium alginat dan kalsium klorida (CaCl>.2H>O). Natrium alginat
merupakan salah satu agen enkapsulasi yang paling sering digunakan dalam pembuatan biji sintetis.
Dalam penggunaannya, natrium alginat akan ditambahkan dengan sumber karbon dan zat pengatur
tumbuh (ZPT) untuk mendukung pertumbuhan eksplan di dalamnya (Roostika et al., 2012). Kalsium
klorida (CaCl.2H2O) berperan sebagai zat polimerisasi atau pengompleks sehingga akan
menghasilkan bentukan berupa bulatan menyerupai manik-maik yang disebut biji sintetis (Micheli
dan Standardi, 2016). Pengembangan teknologi biji sintetis ini tentunya menjadi metode alternatif
dalam upaya perbanyakan dan pelestarian tanaman yang sulit menghasilkan biji atau tidak memiliki
endosperm (Calandry et al., 2017), untuk konservasi plasma nutfah yang terancam punah serta jenis
unggul lainnya, kemudahan penanganan selama penyimpanan dan transportasi, serta meminimalkan
kegiatan subkultur berulang (Gantait ef al., 2017; Rihan et al., 2017).

Teknik penyimpanan in vitro melalui pertumbuhan minimal dapat menjadi alternatif
konservasi tanaman. Pertumbuhan minimal bisa diaplikasikan dengan beberapa cara salah satunya
melalui penambahan paklobutrazol sebagai zat penghambat tumbuh (retardant). Paklobutrazol (PBZ)
[(2RS, 3RS)-1-(4-chlorophenyl)-4,4-dimethyl-2-(1H-1,2,4-triazole-1-yl)-pentan-3-ol] merupakan senyawa
anti giberelin golongan triazol yang berpotensi dalam menghambat pertumbuhan tanaman dengan
menghambat biosintesis giberelin pada jalur oksidasi ent-kaurena menjadi asam ent-kaurenoat
(Salisbury dan Ross, 1992; Rademacher, 2000; Dewi et al., 2014). Penambahan paklobutrazol ke dalam
media kultur bertujuan untuk memperpanjang masa simpan dan menjaga kondisi eksplan dari
cekaman kekeringan (Lestrari dan Purnamaningsih, 2005).

Penelitian sebelumnya tentang penggunaan paklobutrazol pada Grammatophyllum telah
dilakukan oleh Habibah dan Sumadi (2013) selama konservasi in vitro. Hasil penelitiannya
menyatakan bahwa paklobutrazol konsentrasi 1-5 mg/1 efektif digunakan untuk konservasi jangka
menengah karena mampu menghambat pertumbuhan planlet Grammatophyllum. Menurut Syahid
(2007) pemberian paklobutrazol sebesar 5 mg/1 dapat menekan pertumbuhan temulawak (Curcuma
xanthorrhiza) dan kultur masih mampu beregenerasi serta meminimalkan kegiatan subkultur
berulang. Pengembangan metode pertumbuhan minimal dengan menambahkan paklobutrazol dalam
biji sintetis pada G. speciosum belum dilakukan, maka diperlukan penelitian ini dengan tujuan untuk
mendeskripsikan pengaruh konsentrasi hormon paklobutrazol terhadap pertumbuhan biji sintetis G.
speciosum secara in vitro.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan, Jurusan Biologi, Universitas Negeri
Surabaya, mulai dari bulan April hingga Juni 2020. Sasaran penelitian berupa plb (protocorm like bodies)
G. speciosum yang didapatkan dari CV. Muria Sari Bumi, Batu, Jawa Timur. Desain penelitian yang
digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan variabel manipulasi berupa konsentrasi
hormon paklobutrazol (0 mg/1, 1 mg/l, 3 mg/1, 5 mg/1, 7 mg/l, 9 mg/1). Pada penelitian ini terdiri
atas 6 perlakuan, sehingga didapatkan pengulangan sebanyak 4 kali. Pada setiap pengulangan berisi
10 biji sintetis, sehingga untuk setiap perlakuan berjumlah 40 biji sintetis.

Alat-alat yang dibutuhkan yaitu erlenmeyer 250 ml, gelas beker 250 ml, cawan petri, botol
kultur, pipet pasteur 3 ml, pinset, gunting, scalpel dan mata scalpel, pH universal, bunsen, kertas label,
plastik wrap, magnetic stirrer, autoklaf, LAF (Laminar Air Flow). Bahan-bahan yang dibutuhkan
meliputi plb G. speciosum, media 2 MS, vitamin, agar-agar, gula, natrium alginat (NA) 3%, 75 mM
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CaCl>.2H20, hormon PBZ dengan berbagai konsentrasi (0 mg/1, 1 mg/1, 3 mg/1, 5 mg/1, 7 mg/1, 9
mg/1), akuades steril, alkohol 70%, alkohol 96%, spiritus.

Nutrisi dasar yang digunakan dalam pembuatan matriks enkapsulasi yaitu media Y2 MS
(Murashige & Skoog). Media 2 MS dibuat dengan cara melarutkan stok unsur hara makro
konsentrasi setengah, stok hara mikro dalam gelas beaker berisi 50 ml akuades steril, kemudian
ditambahkan dengan gula, vitamin dan akuades steril hingga 100 ml. pH media diatur 5,8 sebelum
ditambah dengan agar dan dipanaskan hingga homogen. Pembuatan matriks enkapsulasi dilakukan
dengan mempersiapkan natrium alginat 3% dan 75 mM CaCl,.2H;O secara terpisah. Pembuatan
larutan natrium alginat 3% dilakukan dengan melarutkan 3 g natrium alginat ke dalam 100 ml media
dasar dan ditambahkan dengan hormon PBZ sesuai perlakuan. Larutan CaCl».2H>O 75 mM dibuat
dengan melarutkan 1,10 g CaCl.2H,O ke dalam 100 ml akuades steril. Media yang telah siap
selanjutnya dilakukan sterilisasi dengan autoklaf selama 15 menit. Pada pembuatan media regenerasi
digunakan media dasar berupa media MS yang diperkaya dengan nutrisi berupa sumber karbon dan
vitamin (Muliawati ef al., 2016; Das et al., 2011).

Pembuatan biji sintetis dilakukan dengan mengambil eksplan berupa plb G. speciosum dan
ditaburkan ke dalam larutan natrium alginat 3% yang telah ditambahkan nutrisi dasar dan hormon
PBZ sesuai konsentrasi. Eksplan diambil secara tunggal dengan menggunakan pipet pasteur lalu
dilepaskan perlahan ke dalam larutan CaCl, dan diaduk selama 30 menit hingga terbentuk biji sintetis
yang menyerupai manik-manik (Gantait et al., 2017). Biji sintetis yang telah terbentuk, dibilas
menggunakan akuades steril untuk mengurangi residu larutan CaCl,, kemudian diletakkan dalam
cawan petri dan dilakukan penyimpanan steril selama 2 minggu. Respon yang diamati dalam tahap
ini yaitu persentase eksplan menembus kapsul.

Regenerasi dilakukan dengan mengeluarkan biji sintetis dari cawan petri dan direhidrasi
dengan direndam dalam air hangat dengan suhu 50°C (Muliawati et al., 2016). Biji sintetis yang sudah
direhidrasi, dibiakkan secara in vitro dalam botol kultur berisi media MS yang mengandung sumber
karbon dan vitamin. Biji sintetis diinkubasi selama 2 bulan dan dipertahankan pada suhu 25 + 1°C
dengan fotoperiode 16 jam. Respon yang diamati yaitu persentase daya hidup biji sintetis,
kontaminasi dan browning.

Pengamatan kondisi fisik biji sintetis di setiap tahap yaitu saat awal pembentukkan, pasca
penyimpanan dan pasca rehidrasi dilakukan secara visual dengan menjabarkan kondisi fisik dari biji
sintetis. Sementara pengamatan pertumbuhan berupa persentase eksplan menembus kapsul dan daya
hidup biji sintetis, persentase kontaminasi, persentase browning dihitung dengan rumus
(Rahmatullah, 2018):

e Y. eksplan menembus kapsul
Persentase daya tembus biji sintetis = — - X 100%
Y. biji sintetis

. e 2 biji hidup
Persentase daya hidup biji sintetis = o————— X 100%
Y. biji sintetis

_ . Y Dbiji kontam
Persentase kontaminasi = o———— X 100%
Y. biji sintetis
) Y. biji browning
Persentase browning = —4————— X 100%
Y. biji sintetis
Data kondisi fisik biji sintetis dan pertumbuhan berupa persentase daya tembus, daya hidup,
kontaminasi dan browning dianalisis secara deskriptif kuantitatif.

HASIL

Berdasarkan penelitian yang sudah dilakukan, diperoleh beberapa respon pertumbuhan biji
sintetis G. speciosum. Hasil pengamatan visual biji sintetis menunjukkan adanya perbedaan kondisi
fisik biji sintetis di setiap tahapan (Gambar 1).

Pada tahap pertama yakni saat awal pembentukkan, biji sintetis memiliki bentuk bulat, warna
kapsul putih bening, dinding matriks padat dan kondisi plb yang hijau segar (Gambar 1la). Pasca
penyimpanan selama 2 minggu, biji sintetis menujukkan perubahan yaitu bentuk sedikit menyusut,
warna kapsul putih, permukaan dinding matriks berkerut dengan kondisi plb yang tetap hijau
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(Gambar 1b). Pasca rehidrasi, biji sintetis kembali seperti semula dengan bentuk bulat, warna kapsul
putih, dinding matriks padat dan plb yang masih tetap hijau (Gambar 1c). Kondisi fisik biji sintetis
dengan penambahan berbagai konsentrasi hormon paklobutrazol sama pada semua tahapan.

Gambar 1. Kondisi fisik biji sintetis (a) awal pembentukkan, (b) pasca penyimpanan, dan (c) pasca rehidrasi.
Tanda panah menunjukkan protocorm like bodies (plb) (Sumber: Dokumentasi pribadi, 2020)

Tabel 1. Persentase daya tembus dan daya hidup biji sintetis Gramatophyllum speciosum selama penyimpanan 2
minggu pada suhu 25°C

Konsentrasi Jumlah Persentase (%)
paklobutrazol (mg/1) plb tembus Biji hidup plb tembus Biji hidup
0 18 20 45 50
1 5 35 12 88
3 2 38 5 95
5 1 39 3 97
7 1 39 3 97
9 1 39 3 97

Berdasarkan data persentase di atas membuktikan bahwa hormon paklobutazol berpengaruh
terhadap daya tembus dan daya hidup biji sintetis G. speciosum dengan selama penyimpanan 2
minggu pada suhu 25°C (Gambar 2). Hal ini ditunjukkan dengan semakin tingginya konsentrasi
hormon paklobutrazol yang diberikan, maka semakin rendah potensi terjadinya penembusan plb
dalam biji sintetis sedangkan daya hidupnya menjadi semakin tinggi. Nampak pada Tabel 1,
persentase daya tembus tertinggi ada pada konsentrasi paklobutrazol 0 mg/1 atau kontrol sebesar
45% (Gambar 2a), sedangkan yang terendah ada pada konsentrasi 5-9 mg/1 sebesar 3% (Gambar 2b-
d). Persentase daya tembus dengan konsentrasi 1 mg/1 dan 3 mg/l masing-masing sebesar 12% dan
5%. Persentase daya hidup tertinggi ada pada konsentrasi 5-9 mg/l sebesar 97%, sedangkan yang
terendah ada pada konsentrasi 0 mg/l sebesar 50%. Persentase biji sintetis yang hidup pada
konsentrasi 1 mg/1 dan 3 mg/1 masing-masing sebesar 88% dan 95%.

AN S ol
QO :

;; :/
a b C & d -

Gambar 2. Daya tembus biji sintetis G. speciosum dengan PBZ konsentrasi (a) 0 mg/1 (kontrol), (b) 5 mg/1, (c) 7
mg/l, dan (d) 9 mg/1 setelah penyimpanan selama 2 minggu. Lingkaran hitam menunjukkan plb G. speciosum
yang menembus dinding matriks (Sumber: Dokumentasi pribadi, 2020)

Tahapan selanjutnya, setelah penyimpanan selama 2 minggu, biji sintetis G. speciosum yang
masih bertahan hidup diregenerasi dalam media regenerasi selama 2 bulan pada suhu 25°C, hasilnya
dapat diamati pada Tabel 2.
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Tabel 2. Persentase daya hidup, kontaminasi, dan browning biji sintetis Gramatophyllum speciosum dalam media
regenerasi selama 2 bulan pada suhu 25°C

Konsentrasi Jumlah Persentase (%)
paklobutrazol Biji . . Biji . .
(mg/1) hidup Kontaminasi Browning hidup Kontaminasi Browning
0 6 34 0 15 85 0
1 1 39 0 3 97 0
3 27 13 0 68 32 0
5 21 2 17 53 5 42
7 21 0 19 53 0 47
9 37 3 0 93 7 0

Data pada Tabel 2 menunjukkan bahwa persentase tertinggi biji sintetis yang hidup ada pada
perlakuan paklobutrazol dengan konsentrasi 9 mg/1 yaitu sebesar 93% (Gambar 3b), sedangkan
persentase terendahnya ada pada konsentrasi 1 mg/1 yaitu sebesar 3%. Persentase biji sintetis hidup
dengan konsentrasi paklobutrazol 0 mg/1, 3 mg/1, 5 mg/l, dan 7 mg/l masing-masing sebesar 15%,
68%, 53% dan 53%.

Gambar 3. Biji sintetis dalam media regenerasi dengan PBZ konsentrasi (a) 0 mg/1 (kontrol), dan (b) 9 mg/1
selama 2 bulan (Sumber: Dokumentasi pribadi, 2020)

Pada tahap ini, biji sintetis juga mengalami kontaminasi dan browning atau pencokelatan
(Gambar 4). Persentase kontaminasi tertinggi terjadi pada perlakuan dengan konsentrasi
paklobutrazol 1 mg/1 sebesar 97%, sedangkan persentase terendahnya ada pada konsentrasi 7 mg/1
sebesar 0%. Persentase kontaminasi pada konsentrasi 0 mg/1, 3 mg/I, 5 mg/1, dan 9 mg/1 masing-
masing sebesar 85%, 32%, 5% dan 7%. Pada tahap ini biji sintetis juga mengalami browning atau
pencokelatan yang hanya terjadi pada perlakuan dengan konsentrasi 5 mg/l dan 7 mg/l masing-
masing sebesar 42% dan 47%.

Gambar 4. Kontaminasi dan browning yang terjadi pada biji sintetis dalam media regenerasi. (a) Kontaminasi oleh
bakteri, (b) Kontaminasi oleh jamur dan bakteri, (c¢) Kontaminasi oleh jamur, dan (d-e) Browning atau
pencokelatan pada biji sintetis (Sumber: Dokumentasi pribadi, 2020)

PEMBAHASAN

Pada penelitian ini biji sintetis dihasilkan dari eksplan berupa plb (protocorm like bodies) G.
speciosum yang dienkapsulasi dengan matriks enkapsulasi berupa natrium alginat dan kalsium
klorida (CaCl>.2H>O). Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa pembuatan biji sintetis
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dengan menggunakan konsentrasi 3% natrium alginat dan 75 mM CaCl,.2H>O merupakan kombinasi
yang optimal dalam menghasilkan biji sintetis dengan kondisi yang baik yaitu berbentuk bulat, warna
kapsul putih bening, dan dinding matriks yang padat (Gambar 1la). Pernyataan tersebut selaras
dengan penelitian Pitoyo et al. (2017) bahwa natrium alginat konsentrasi rendah (2%) akan
menghasilkan biji yang lunak sehingga saat dilepaskan dalam larutan CaCl.2H>O menjadi tidak
berbentuk dan konsentrasi 3% mnatrium alginat merupakan konsentrasi yang terbaik dalam
menghasilkan biji sintetis Grammatophyllum scriptum. Kalsium klorida (CaCl2.2H»O) dengan
konsentrasi 75 mM menghasilkan biji sintetis dengan tingkat kepadatan dinding matriks yang optimal
dan berwarna putih sehingga eksplan di dalamnya dapat terlihat jelas. Menurut Husni et al. (2012)
pemberian konsentrasi CaCl>.2H>O dengan tingkat yang berbeda memberikan pengaruh terhadap
kondisi fisik biji sintetis, yakni semakin tinggi konsentrasi yang diberikan, maka dinding matriks
menjadi lebih padat hingga kaku karena jumlah ion Ca?* yang berikatan dengan Na* lebih banyak.
Menurut Siew ef al. (2014) penggunaan konsentrasi 3% natrium alginat dengan 75mM CaCl,.2H>O
yang disimpan pada suhu 25°C mampu menghasilkan biji sintetis anggrek Dendrobium White Fairy
Orchid dengan kondisi fisik yang baik. Mekanisme dasar dalam pembentukkan biji sintetis yaitu
melalui pertukaran antara ion Na* dan Ca?* saat tetesan natrium alginat yang mengandung eksplan
dilepaskan ke dalam larutan CaCl.2H,O yang mengakibatkan molekul polisakarida membentuk
struktur polimer sehingga menghasilkan butiran menyerupai manik-manik yang disebut biji sintetis
(Gantait ef al., 2012). Secara umum, penggunaan 3% natrium alginat yang direndam dalam larutan 75
mM CaCl.2H;O selama 30 menit merupakan waktu yang optimal karena mampu memberikan
kepadatan yang terbaik untuk mendukung produksi biji sintetis (Rihan et al., 2017).

Kondisi fisik biji sintetis mengalami perubahan setelah dilakuan penyimpanan selama 2
minggu pada suhu 25°C yang ditandai dengan adanya pengerutan pada permukaan dinding
matriksnya (Gambar 1b). Teknologi biji sintetis memiliki kelemahan salah satunya pada sifat fisik
natrium alginat yang mudah kehilangan air sehingga menyebabkan matriks mengering dan mengeras
serta dapat membahayakan ekplan di dalamnya karena tidak ada sumber energi yang diperlukan
untuk proses respirasi (Rahmatullah, 2018; Kumari et al., 2014). Sementara itu, kondisi fisik biji sintetis
akan kembali seperti semula setelah dilakukan rehidrasi (Gambar 1c). Menurut Muliawati et al. (2016)
rehidrasi terjadi akibat imbibisi yakni proses masuknya air dari lingkungan yang kekurangan air
menuju ke lingkungan dengan ketersediaan air yang memadai dengan tujuan untuk mengembalikan
kandungan air di dalam biji sintetis guna mendukung pertumbuhan eksplan di dalamnya.

Penambahan hormon paklobutrazol selama penyimpanan 2 minggu pada suhu 25 °C
bertujuan untuk menentukan konsentrasi optimal paklobutrazol dalam menghambat pertumbuhan
biji sintetis G. speciosum sehingga dapat memperpanjang masa simpan tanaman. Pada tahap ini, biji
sintetis diharapkan tidak mengalami pertumbuhan. Pertumbuhan yang dimaksudkan yakni
kemampuan plb dalam menembus dinding matriks biji sintetis untuk membentuk tunas maupun
akar. Reaksi penghambatan pada biji sintetis G. speciosum oleh hormon paklobutrazol dapat dilihat
dengan menurunnya persentase plb yang menembus seiring dengan naiknya konsentrasi
paklobutrazol. Pada Tabel 1, biji sintetis dengan penambahan paklobutrazol konsentrasi 0 mg/1
memiliki persentase daya tembus tertinggi yang kemudian juga diikuti dengan konsentrasi 1-3 mg/1,
sedangkan persentase daya tembus terendah ada pada konsentrasi 5-9 mg/1 (Gambar 2). Hal ini
menunjukkan bahwa penambahan hormon paklobutrazol berpengaruh terhadap daya tembus biji
sintetis G. speciosum. Paklobutrazol merupakan senyawa organik sintetik golongan triazol yang
memiliki sifat anti giberelin, dengan menghambat jalur oksidasi ent-kaurena menjadi asam ent-
kaurenoat melalui inaktivasi sitokrom P450 (Abed, 2018). Menurut Habibah dan Sumadi (2013)
pertumbuhan anggrek Grammatophyllum mampu dihambat dengan penambahan hormon
paklobutrazol konsentrasi 1-5 mg/l dalam media MS. Pengaplikasian hormon paklobutrazol
konsentrasi 5 mg/1 pada penelitian yang dilakukan oleh Nirwana (2009) dinilai efektif dalam
menghambat pertumbuhan bibit anggrek Phalaeonopsis amboinensis yang dienkapsulasi secara in vitro.

Penambahan paklobutrazol juga berpengaruh terhadap persentase daya hidup biji sintetis G.
speciosum. Berdasarkan hasil penelitian, biji sintetis G. speciosum yang diberikan perlakuan
paklobutrazol (1-9 mg/l) memiliki persentase daya hidup yang tinggi bila dibandingkan dengan
perlakuan kontrol (tanpa penambahan paklobutrazol) yakni di atas 50% (Tabel 1). Hal ini
membuktikan pemberian paklobutrazol selain menghambat pertumbuhan juga dapat meningkatkan
ketahanan hidup plb di dalam biji sintetis. Adanya komponen triazol dalam paklobutrazol memiliki
peranan penting dalam menghasilkan efek toleransi terhadap cekaman abiotik dengan meningkatkan
kandungan antibiotik pada tanaman yang diberikan perlakuan (Silva et al., 2019).
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Biji sintetis G. speciosum yang telah disimpan selama 2 minggu dilakukan regenerasi dalam
media regenerasi selama 2 bulan pada suhu 25°C. Tujuan dari tahap regenerasi adalah untuk
mengetahui kemampuan hidup eksplan (plb) setelah dilakukan penyimpanan. Berdasarkan hasil
penelitian, perlakuan paklobutrazol konsentrasi 9 mg/1 memiliki persentase hidup paling tinggi jika
dibandingkan dengan perlakuan lainnya yakni sebesar 93% (Tabel 2). Kondisi eksplan yang masih
hidup setelah diregenerasi disebabkan karena adanya pengaruh hormon endogen yang ada di dalam
jaringan tanaman seperti sitokinin atau giberelin (Deswiniyanti dan Lestari, 2018). Akan tetapi, pada
penelitian ini, biji sintetis yang telah dipindah ke dalam media regenerasi belum mengalami
pertumbuhan berupa tunas, akar maupun daun (Gambar 3). Pertumbuhan yang lambat dikarenakan
konsentrasi zat penghambat tumbuh atau retardan yang diberikan terlalu tinggi sehingga
meninggalkan residu berupa efek penghambatan bagi eksplan tanaman meskipun sudah dipindah ke
dalam media regenerasi (Agustarini, 2009; Satriadi et al., 2017). Pengaplikasian paklobutrazol dalam
jumlah kecil telah dilakukan oleh Diantina et al. (2015) terhadap aksesi ubi kayu 450 dan 433 dengan

hasil yang menyatakan bahwa paklobutrazol konsentrasi 3,4 UM memberikan respon terbaik dalam
menghambat pertumbuhan selama penyimpanan 9 bulan dengan daya regenerasi yang tinggi selama
1 bulan.

Pemberian zat retardan paklobutrazol dengan konsentrasi yang tinggi juga mempengaruhi
waktu tumbuh eksplan setelah di tanam dalam media regenerasi. Menurut Deswiniyanti dan Lestari
(2018) penambahan hormon paklobutrazol dengan konsentrasi yang tinggi (2-7 mg/1) memberikan
efek penghambatan dan membutuhkan waktu yang lebih lama untuk melihat pertumbuhan plb Vanda
tricolor yakni kurang lebih selama 6 bulan. Respon waktu tumbuh dalam media regenrasi di setiap
tanaman berbeda. Pada penelitian Lestari dan Purnamaningsih (2005) eksplan daun dewa (Gynura
procumbens) menunjukkan kemampuan untuk beregenerasi setelah 7 bulan. Pada penelitian
Damayanti et al (2015) terhadap tebu PS 864 yang diregenrasi selama 3 bulan memiliki persentase
daya hidup mencapai 80%.

Pada tahap regenerasi, biji sintetis yang masih hidup memiliki kondisi plb yang masih
berwarna hijau segar (Gambar 3b). Warna hijau ini disebabkan adanya kandungan pigmen klorofil di
dalam protokorm yang nantinya dapat meningkatkan efisiensi fotosintesis (Kartiman et al., 2018).
Dalam hal ini, hormon paklobutrazol juga memiliki peranan penting yaitu selain berperan dalam
menghambat jalur utama biosintesis giberelin, tetapi juga dapat meningkatkan kandungan klorofil
(Lolaei et al., 2013).

Biji sintetis G. speciosum pasca dipindahkan ke dalam media regenerasi mengalami
kontaminasi dan browning. Berdasarkan hasil penelitian, kontaminasi hampir terjadi di setiap
konsentrasi paklobutrazol. Kontaminasi pada biji sintetis G. Speciosum sebagian besar didominasi oleh
bakteri dan jamur. Pada umumnya, faktor yang mempengaruhi terjadinya kontaminasi ada pada
proses sterilisasi media dan sumber eksplan yang akan digunakan serta kondisi laboratorium yang
masih menyimpan media terkontaminasi (Fitriani et al., 2019). Penggunaan bahan sterilan konsentrasi
rendah dengan durasi perendaman yang lama dapat menghambat terjadinya kontaminasi tanpa
merusak jaringan tanaman yang akan dikultur (Wati et al, 2020). Pengaplikasian PPM (Plant
Preservative Mixure), bahan biosida golongan isothiazol, dinilai efektif dalam mencegah terjadinya
pertumbuhan bakteri dan jamur pada kultur jaringan tanaman (Rineksane et al., 2020; Wattanapan et
al., 2018).

Pada penelitian ini, beberapa perlakuan mengalami browning yakni pada konsentrasi 5 mg/1
dan 7 mg/] (Gambar 4d-e). Penggunaan ZPT konsentrasi tinggi dapat menjadi senyawa toksik bagi
eksplan hingga menyebabkan kematian (Kaniyah et al., 2012). Selain itu, efek perlukaan akibat
pemotongan eksplan dapat memicu terjadinya browning karena terjadi oksidasi senyawa fenol
menjadi quinon dan menghasilkan pigmen berwarna cokelat (Fitriani et al., 2019). Penggunaan scalpel
dan pinset yang masih panas untuk pemotongan eksplan juga dapat memicu terjadinya browning
(Sulistiyo et al., 2018). Penambahan arang aktif dalam media kultur dapat menyerap senyawa fenol
(Wirmasari dan Mayta, 2019). Hal yang sama juga diungkapkan dalam penelitian Putri et al. (2014)
bahwa penambahan arang aktif pada enkapsulasi biji sintetis bertujuan untuk menyerap eksudat
yang dihasilkan oleh eksplan selama masa simpan.

SIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian pengaruh konsentrasi hormon paklobutrazol terhadap
pertumbuhan biji sintetis anggrek tebu (Grammatophyllum speciosum) dapat diketahui bahwa
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penggunaan hormon paklobutrazol dapat menghambat pertumbuhan biji sintetis G. speciosum selama
masa simpan 2 minggu. Pengaplikasian hormon paklobutrazol yang optimal dalam menghambat
pertumbuhan G. speciosum adalah konsentrasi 9 mg/1 dengan tingkat daya tembus, kontaminasi, dan
browning terendah serta daya hidup tertinggi saat tahap regenerasi.
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