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ABSTRACT

Grammatophyllum stapeliiflorum is listed in Appendix II of the CITES. The population of this
orchid has decreased due to human activities and germination in nature is low. The tissue culture
technique is one solution for propagating orchids using seeds as a source of explants. Pepton is
an organic compound that can increase germination and protocorm development because
containing amino acid, protein biotin, pyridoxine, thiamin and nitrogen. The research was
conducted to determine the effect of peptone on seed germination and protocorm development
of G. stapeliiflorum through tissue culture technique. The method used a Completely Randomized
Design (CRD) with 6 treatments and 4 replications. The mature seed from sterilized capsule was
sown on MS medium without peptone as a control treatment and added with various
concentrations of peptone (0.5; 1; 1.5; 2; and 2.5 g/L). The statistical analysis results showed that
peptone had a significant effect in accelerating germination. The highest percentage of seed
germination (88.59%), protocorm formation (61.02%), and protocorm with SAM and RAM
(22.43%) was observed in MS medium containing 2 g/L peptone.

ABSTRAK

Grammatophyllum stapeliiflorum termasuk kedalam daftar appendix II CITES. Populasi
anggrek ini menurun disebabkan karena aktivitas manusia dan tingkat perkecambahan yang
rendah di alam. Teknik kultur jaringan merupakan salah satu solusi perbanyakan anggrek
menggunakan biji sebagai sumber eksplan. Pepton merupakan senyawa organik yang bisa
meningkatkan perkecambahan dan perkembangan protokorm karena mengandung asam
amino, protein biotin, piridoksin, tiamin dan nitrogen. Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui pengaruh pepton terhadap perkecambahan biji dan perkembangan protokorm G.
stapeliiflorum melalui teknik kultur jaringan. Penelitian menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan 6 perlakuan dan 4 ulangan. Biji yang sudah matang dari kapsul steril
ditaburkan pada media MS tanpa pepton sebagai perlakuan kontrol dan dengan penambahan
berbagai konsentrasi pepton (0, 5; 1; 1,5; 2; dan 2,5 g/L). Hasil analisis statistik menunjukkan
bahwa pepton memiliki pengaruh yang signifikan dalam mempercepat perkecambahan.
Persentase tertinggi perkecambahan biji (88,59%), pembentukan protokorm (61,02%) dan
protokorm yang memiliki SAM dan RAM (22,43%) diamati pada media MS yang mengandung
2 g/L pepton.
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1. PENDAHULUAN

Anggrek dapat tumbuh dengan baik dinegara yang memiliki iklim tropis seperti Indonesia.
Anggrek memiliki nilai estetika dengan bentuk bunga yang beragam serta menarik untuk dikoleksi.
Hal ini mengakibatkan tingginya nilai jual anggrek (Fandani et al., 2018). Di dunia terdapat sekitar
25.000 jenis anggrek, sekitar 5000 jenis tersebar di wilayah Indonesia (Purwanto, 2016). Salah satu
jenis anggrek yang terdapat di pulau Sumatera adalah Grammatophyllum stapeliiflorum. Anggrek ini
disebut juga dengan nama anggrek sendu.

Anggrek G. stapeliiflorum sudah sulit ditemukan dihabitat aslinya dikarenakan kerusahan habitat
dan perburuan liar (Isda & Fatonah, 2014). Anggrek G. stapeliiflorum termasuk ke dalam daftar
Appendix II CITES (Convention on International Trades on Endangered Species of Wild Flora and Fauna).
Hal itu menandakan bahwa anggrek G. stapeliiflorum tidak terlalu terancam punah tetapi perdagangan-
nya perlu dibatasi agar tidak mengganggu kelangsungan hidup anggrek tersebut (CITES, 2017).

Perkecambahan anggrek di alam relatif rendah yakni kurang dari 5% (Vudala dan Ribas, 2017).
Hal ini disebabkan karena tidak adanya endosperm pada biji. Endosperm merupakan sumber nutrisi
yang dibutuhkan untuk perkembangan embrio. Perkecambahan anggrek secara alami membutuhkan
simbiosis dengan mikoriza. Perkecambahan anggrek di alam memiliki tingkat keberhasilan yang
rendah sehingga perkecambahan secara in vitro lebih sering digunakan karena lebih mudah dan
menguntungkan (Huh et al.,, 2016). Perkecambahan secara in vitro dilakukan dengan cara menyemai
biji anggrek pada media yang mengandung nutrisi yang sesuai untuk pertumbuhan anggrek.

Menurut Isda dan Fatonah (2014), media MS dan MS setengah komposisi lebih cocok
digunakan untuk media perkecambahan biji. Media MS sering digunakan dalam kultur jaringan
karena mengandung hampir semua unsur yang dibutuhkan oleh tanaman (Silalahi, 2015). Pada
Media MS terdapat nitrogen dalam bentuk amonium nitrat (NH4sNO3). Amonium nitrat merupakan
jenis nitrogen yang optimum untuk perkembangan dan pertumbuhan biji anggrek Dendrobium
lanxiflorum secara invitro (Mukaromah et al., 2013). Penggunaan media VW untuk perkecambahan
anggrek Grammatophyllum sp. menghasilkan persentase terbentuknya protokorm yang rendah
yaitu sekitar 3% (Kartikaningrum et al.,, 2017).

Penambahan senyawa organik juga diperlukan untuk meningkatkan keberhasilan
perkecambahan anggrek secara in vitro. Beberapa senyawa organik yang dapat digunakan
diantaranya pepton, yeast, air kelapa maupun homogenat seperti pisang, jagung dan tomat
(Tharapan et al., 2014). Pada penelitian ini senyawa organik yang digunakan adalah pepton. Pepton
merupakan sumber nitrogen yang berperan penting dalam perkecambahan biji (Utami et al., 2017)

Persentase perkecambahan maksimum anggrek Phalaenopsis terjadi pada media MS yang
diberi 1 g/L pepton yaitu sebesar 94,7%, dan pada media MS setengah komposisi yang mengandung
1 g/L dan 2 g/L pepton masing-masing sebesar 90,0% dan 91,7% (Abbaszadeh et al, 2018).
Penelitian yang dilakukan oleh Shekarriz et al. (2014) menunjukkan bahwa penambahan 2 g/L
pepton yang dikombinasikan dengan 15% air kelapa pada media VW menghasilkan persentase
perkecambahan anggrek hibrid Phalaenopsis ‘Manchester’ tertinggi yaitu sebesar 74,5%. Pada
anggrek Grammatophyllum speciosum persentase perkecambahan tertinggi terjadi pada media MS
yang mengandung 1,5 g/L pepton sebesar 70%, dan persentase terendah pada perlakuan kontrol
sebesar 4,5% (Alimah, 2020). Berdasarkan penelitian tersebut dapat diketahui bahwa penambahan
senyawa organik berupa pepton pada media kultur dapat meningkatkan keberhasilkan
perkecambahan anggrek.

Penelitian mengenai penggunaan pepton untuk mempercepat perkecambahan anggrek G.
stapeliiflorum secara in vitro belum pernah dilakukan. Anggrek G. stapeliiflorum saat ini sudah mulai
berkurang dihabitat aslinya yang disebabkan oleh aktivitas manusia. Oleh karena itu diperlukan
upaya konservasi melalui perbanyakan secara in vitro. Berdasarkan hal tersebut perlu dilakukan
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penelitian untuk mengetahui konsentrasi pepton yang optimum dalam mempercepat
perkecambahan anggrek G. stapeliiflorum secara in vitro.

2. BAHAN DAN METODE
2.1 Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan dari bulan Desember 2021 sampai bulan Maret 2022.

2.2 Bahan Tanaman

Anggrek G. stapeliiflorum sebagai sumber eksplan dikoleksi dari kawasan hutan Lembah
Harau, Kabupaten Lima Puluh Kota, Sumatera Barat.

2.3 Media Kultur

Media yang digunakan dalam penelitian ini adalah Murashige ang Skoog (MS). Media MS dibuat
sebanyak 1 liter dengan menambahkan gula dan agar sebanyak 30 gram dan 7 gram dan
penambahan pepton sesuai dengan konsentrasi perlakuan. Media disterilisasikan menggunakan
autoclave pada tekanan 17,5 psi dan temperature 121°C.

2.4 Penanaman Eksplan

Penanaman eksplan dilakukan setelah terlebih dahulu dilakukan tahapan sterilisasi. Sterilisasi
eksplan dilakukan dengan mencelupkan buah ke dalam gelas Beaker yang berisi larutan detergen
selama 15 menit, dan dibersihkan menggunakan aquadest steril. Buah direndam dengan larutan
fungisida dan bakterisida masing-masing selama 20 menit selanjutnya dibersihkan menggunakan
aquadest steril. Setelah itu buah dimasukkan kedalam larutan bayclin 20% selama 5 menit dan
dibersihkan menggunakan aquadest steril. Dalam kondisi aseptis (dalam LAF), buah disemprot
alkohol 70% lalu dibakar seluruh permukaannya sebanyak 2 sampai 3 kali. Buah diletakkan di atas
cawan Petri dan dipotong menggunakan scalpel. Biji kemudian dimasukkan ke dalam botol kultur
dan diratakan di atas permukaan media

2.5 Rancangan Percobaan

Perlakuan berupa penambahan pepton pada media MS dengan konsentrasi 0, 0,5 g/L; 1g/L;
1,5g/L; 2 g/L; 2,5 g/L. Percobaan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 6 perlakuan
dan 4 ulangan. Pengamatan terhadap parameter waktu munculnya protokorm diamati setiap hari
sampai protokorm muncul disetiap botol perlakuan dan datanya dianalisis secara statistik
menggunakan ANOVA pada program SPSS versi 20, apabila terdapat pengaruh yang berbeda nyata
dilanjutkan dengan uji DNMRT (Duncan New Multiple Range Test) pada taraf 5%. Pengamatan
parameter persentase tahap-tahap perkecambahan dilakukan menggunakan mikroskop stereo
setelah 10 minggu persemaian dan datanya dianalisis secara deskriptif

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1 Waktu Munculnya Protokorm

Protokorm merupakan bentuk peralihan dari embrio yang belum mengalami diferensiasi.
Protokorm memiliki dua sumbu (bipolar) yang terdapat pada bagian anterior dan posterior.
Protokorm merupakan embrio yang tidak memiliki testa. Selama proses perkembangannya
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protokorm akan mengalami perubahan warna yakni dari kuning menjadi hijau. Perubahan warna
pada prokorm disebabkan karena adanya pembentukan klorofil (Yusuf dan Indrianto, 2016).

3.2 Persentase Tahap-Tahap Perkembangan Embrio

Proses perkecambahan anggrek terdiri atas 7 tahapan. Tahap 0 ditandai dengan embrio belum
berkembang. Tahap 1 ditandai dengan pembengkakan biji karena proses imbibisi, dan testa masih
utuh. Tahap 2 adalah tahap membesarnya embrio sehingga sebagian embrio keluar dari testa. Tahap
2 merupakan tahap terjadinya germinasi (Perkecambahan). Tahap 3 merupakan tahap terbentuknya
protokorm dan embrio lepas sepenuhnya dari testa. Tahap 4 merupakan tahap terbentuknya
protokorm sudah membentuk promeristem (SAM dan RAM). SAM merupakan shoot apical meristem
dan RAM merupakan root apical meristem. Tahap 5 merupakan tahap terbentuknya daun pertama.
Tahap 6 merupakan tahap pemanjangan daun serta tahap 7 merupakan tahap terbentuknya daun
kedua dan diikuti oleh pembentukan akar (Arcidiacono et al, 2021).

Penelitian ini dilakukan selama 10 minggu sehingga perkecambahan anggrek G. stapeliiflorum
hanya mencapai tahap 4. Pemberian pepton dapat mempercepat waktu munculnya protokorm
anggrek G. stapeliiflorum dibandingkan dengan kontrol. Pemberian dari konsentrasi 1 g/L sampai
2,5 g/L pepton memberikan pengaruh yang sama dalam mempercepat waktu munculnya protokorm
(Tabel 1). Pepton merupakan senyawa organik yang menjadi sumber nitrogen sehingga dapat
mempercepat germinasi biji (Utami et al, 2017). Pemberian 2 g/L pepton dapat meningkatkan
perkecambahan benih anggrek Phalaenopsis dibandingkan kontrol. Pepton mengandung ammonium
nitrat, asam aspartat, glisin, amida nitrogen, dan asam amino yang berperan dalam menginduksi
perkecambahan dan pertumbuhan biji anggrek (Shekarriz et al, 2014).

Pemberian pepton berpengaruh terhadap perkembangan embrio anggrek. Persentase
perkembangan biji anggrek tahap 0 dan tahap 1 tertinggi terdapat pada perlakuan kontrol. Tingginya
persentase biji anggrek yang tidak berkecambah disebabkan karena tidak adanya pepton dalam
media sehingga belum mampu mendorong persentase perkecambahan dalam jumlah yang maksimal
(Tabel 1). Menurut Zeng, et al., (2016) kegagalan perkecambahan pada anggrek dapat disebabkan
dikarena dormansi morfologis, dormansi fisiologis, dan dormansi fisik. Dormansi morfologis
disebabkan karena embrio yang kurang berkembang. Dormansi fisiologis disebabkan karena adanya
inhibitor pada biji yang sudah matang. Dormansi fisik disebabkan karena testa memiliki struktur
yang tidak dapat ditembus air. Kandungan hormon asam absisat (ABA) pada biji dapat mengakibatkan
dormansi (Ma et al, 2018). Nitrogen diduga dapat menghambat dormansi dengan
menurunkan kandungan ABA pada biji. Barokah et al (2017) menyebutkan bahwa pepton merupakan
sumber karbon, nitrogen, asam amino tirosin dan asam amino triptofan. Rendahnya persentase

Tabel 1. Waktu muncul protokorm dan persentase tahap-tahap perkecambahan anggrek
Grammatophyllum stapeliiflorum dengan pemberian beberapa konsentrasi pepton selama
10 minggu setelah penyemaian

Perlakuan pepton  Waktu muncul protokorm Rata-rata persentase tahap-tahap perkecambahan biji

(%)
(8/1) (HSP) 0d-an 1 2 3 4
A (Kontrol) 39,75a 95,40 0,25 4,34 0,00
B (0,5) 28,75 b 87,20 5,90 6,88 0,00
C (1,0) 27,50 ¢ 90,23 4,05 1,31 4,14
D (1,5) 27,25 ¢ 72,82 3,66 9,66 13,84
E (2,0) 27,00 ¢ 11,40 5,14 61,02 22,43
F (2,5) 28,00 be 83,22 3,05 8,28 5,42

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata berdasarkan uji DMRT
pada o = 5%, HSP = Hari setelah penyemaian.
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perkecambahan pada perlakuan kontrol diduga disebabkan karena kandungan nitrogen pada media
MS belum mampu menurunkan kandungan ABA pada biji.

Persentase perkembangan biji anggrek tahap 2 (germinasi) terendah terdapat pada perlakuan
kontrol. Rendahnya persentase perkembangan biji pada perlakuan kontrol menunjukkan bahwa laju
perkecambahan pada perlakuan kontrol lebih rendah dibandingkan dengan penambahan pepton.
Rendahnya persentase biji pada tahap 2 disebabkan karena dalam waktu 10 minggu setelah
penyemaian, biji sudah berkembang mencapai tahap 3 dan tahap 4 (Tabel 1). Shekarriz et al (2014),
menyebutkan bahwa pepton berperan dalam menginduksi germinasi dan pertumbuhan biji anggrek
Phalaenopsis karena mengandung ammonium nitrat, asam aspartat, glisin, amida nitrogen, dan asam
amino. Pepton merupakan sumber asam amino triptofan, Asam amino triptofan berperan sebagai
prekursor auksin jenis IAA (Indol Acetic Acid) (Setiawan dan Wahyudi, 2014). [AA berperan dalam
pembesaran, pembelahan dan diferensiasi sel serta jaringan. Kandungan IAA yang tinggi akan
mendorong pembentukan embrio zigotik menjadi embrio globular (Ningsih dan Sudiyono, 2018).
Perkecambahan tertinggi terjadi ketika embrio globular terbentuk (Xu et al., 2020).

Persentase terbentuknya protokorm (tahap 3) tertinggi adalah pada perlakuan 2 g/L pepton
(61,02%) dan terendah adalah pada perlakuan 1 g/L pepton (1,31%). Rendahnya persentase
terbentuknya protokorm pada perlakuan 1 g/L pepton dibandingkan kontrol disebabkan karena
sebagian protokorm pada perlakuan 1 g/L sudah mencapai tahap 4 yaitu (Tabel 1). Menurut
Abbazadeh et al (2018), pepton merupakan sumber nitrogen organik dan penyusun asam amino
yang memiliki peran dalam perkembangan embrio. Hasil yang sama ditunjukkan oleh Andayani et al
(2013), persentase biji Phalaenopsis amboinensis yang berkecambah tertinggi yaitu pada
penambahan 2 g/L pepton. Pembentukan protokorm pada penambahan 2,5 g/L pepton lebih rendah
dibandingkan dengan penambahan 2 g/L pepton. Puspasari et al (2018) menyebutkan bahwa setiap
sel memiliki batasan dalam menyerap unsur- unsur yang terkandung dalam media tanam. Pemberian
pepton pada konsentrasi tinggi menyebabkan terjadinya persaingan dalam penyerapan unsur-unsur
yang menghambat pertumbuhan protokorm.

Pada perlakuan kontrol dan konsentrasi 0,5 g/L pepton tidak terdapat perkembangan
protokorm anggrek membentuk SAM dan RAM (Tabel 1). Hal ini disebabkan karena kandungan
nutrisi yang terdapat pada media belum mampu mendorong perkembangan protokorm. Persentase
protokorm yang membentuk SAM dan RAM tertinggi yaitu pada perlakuan 2 g/L pepton (Tabel 1).
Konsentrasi sitokinin pada tunas apikal berkorelasi positif dengan kandungan nitrogen dan asam
amino yang terdapat pada pepton (Setiaji et al., 2018). Sitokinin berperan dalam pertumbuhan tunas
dan akar sehingga penambahan pepton dapat memicu perkembangan tunas dan akar. Sitokinin
berperan dalam mengatur pembelahan sel, diferensiasi sel dan pembentukan kloroplas (Aremu et
al., 2012). Kaur dan Bhutani (2016) menyebutkan bahwa pepton mampu menginduksi tunas anggrek
Paphiopedilum venustum. Alimah (2020) juga menyebutkan bahwa penambahan pepton sebesar 1,5
g/L dan 2 g/L pada media MS mampu menghasilkan protokorm yang memiliki SAM dan RAM yang
lebih banyak dibandingkan dengan perlakuan lainnya.

Pada anggrek Spathoglottis plicata pembelahan mitosis secara aktif terjadi pada kutub apikal
protokorm. Setelah itu sel-sel akan membentuk SAM. SAM akan terlihat dengan jelas karena sel mulai
berbentuk persegi hingga bersudut (Yeung, 2017). Setiaji et al (2018) juga menyebutkan bahwa
massa meristematik tersebut akan menghasilkan tonjolan dan menghasilkan daun pertama. SAM
akan berkembang membentuk batang dan daun (Puspasari et al., 2018). Protokorm yang berwarna
hijau pada bagian yang bersentuhan dengan media kultur akan menghasilkan rhizoid (Setiaji et al.,
2018). Pada protokorm juga terdapat absorbing hair yang merupakan struktur yang menyerupai
rambut yang berperan dalam penyerapan nutrisi (Puspasari et al., 2018).

Biji anggrek yang belum berkecambah terdiri atas 2 tahap yaitu tahap 0 dan tahap 1. Tahap 0
ditandai dengan embrio masih belum berkembang dan warna embrio terlihat gelap. Diameter rata-rata
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Gambar 1. Perkembangan perkecambahan biji anggrek G. stapeliiflorum dengan pemberian beberapa
konsentrasi pepton setelah 10 minggu pada media persemaian. (A) Tahap 0. (B) Tahap 1.
(C) Tahap 2. (D) Tahap 3. (E) Tahap 4. e = embrio, t = testa, p = protokorm, SAM = Shoot
Apical Meristem, RAM = Root Apical Meristem.
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Gambar 2. Anggrek G. stapelliflorum setelah 7 bulan semai
Keterangan: a = daun, b= akar

embrio tahap 0 adalah 163,04 pm. Sifat permeabilitas dari testa akan memudahkan penyerapan air
sehingga embrio membengkak. Diameter rata-rata embrio tahap 1 adalah 295,05 pm. Biji anggrek
tahap 1 juga ditandai dengan adanya perubahan warna embrio menjadi bening. Pembengkakan
embrio mengakibatkan robeknya testa (berkecambah). Pada tahap 2 sebagian embrio masih
diselubungi oleh testa dan terjadi perubahan warna pada embrio menjadi hijau karena adanya
pembentukan klorofil. Rata-rata diameter embrio tahap 2 adalah 871,31 pum. Tahap 3 merupakan
tahap terbentuknya protokorm dan testa telah terlepas sepenuhnya. Rata-rata diameter protokorm
adalah 2507,58 pum. Pada tahap 4 protokorm anggrek sudah berkembang membentuk SAM dan RAM
yang akan berkembang menjadi plantlet. Rata-rata diameter protokorm pada tahap 4 adalah 2526,34
pum (Gambar 1).

4. KESIMPULAN

Penambahan pepton pada media MS dapat mempercepat waktu munculnya protokorm.
Protokorm muncul pada hari ke-27 setelah penyemaian dengan penambahan 1 g/L sampai 2 g/L
pepton. Pada perlakuan kontrol waktu munculnya protokorm lebih lambat yaitu pada hari ke-39
setelah penyemaian. Penambahan 2 g/L pepton merupakan konsentrasi yang optimum dalam
meningkatkan persentase terbentuknya protokorm dan perkembangan protokorm membentuk SAM
dan RAM dengan persentase secara berturut-turut sebesar 61,02% dan 22,43%.
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