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RINGKASAN

Nurika Aini Yuniasari. 0610470026-47. Respon anggrek Dendrobium sp.
pada kultur in vitro. Di bawah bimbingan Ir. Lita Soetopo, Ph.D sebagai
Pembimbing Utama, Ir. Respatijarti, MS sebagai Pembimbing Pendamping.

Sebagai salah satu pusat gen dunia, Indonesia termasuk salah satu tempat
asal tanaman anggrek, diantaranya ialah anggrek Dendrobium sp. Dendrobium
sp. termasuk dalam genus anggrek terbesar di dunia. Eksploitasi besar-besaran
yang marak dilakukan dapat mengancam keberadaan spesies anggrek asli
Indonesia. Untuk itu, perlu dilakukan konservasi ex situ untuk melestarikan
plasma nutfah anggrek tersebut. Salah satu tekniknya ialah dengan menggunakan
kultur in vitro.

Keberhasilan kultur in vitro dipengaruhi oleh faktor genotip eksplan dan
lingkungan kultur. Perbanyakan secara in vitro menunjukkan bahwa spesies yang
berbeda membutuhkan media yang berbeda dan bahkan spesifik untuk
perkecambahan dan pertumbuhan yang optimum. Untuk itu diperlukan suatu
penelitian untuk mengetahui kombinasi terbaik antara media tumbuh dengan
beberapa anggrek Dendrobium sp.

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan kombinasi terbaik antara
Dendrobium sp. dengan media tumbuh pada kultur in vitro. Hipotesis yang
diajukan ialah terdapat kombinasi terbaik antara Dendrobium sp. dengan media
tumbuh pada kultur in vitro.

Penelitian dibagi menjadi dua percobaan. Pada percobaan pertama
digunakan eksplan tunas aksilar dan pada percobaan kedua digunakan eksplan
PLB (Protocorm like body). Kedua percobaan menggunakan Rancangan Acak
Lengkap. Perlakuan terdiri dari kombinasi Dendrobium sp. dengan media
tumbuh. Pada percobaan 1 digunakan empat spesies dan empat media, sehingga
terdapat enam belas kombinasi perlakuan. Percobaan 1 menggunakan spesies D.
lineale, D. pseudoconantum, D. strebloceras, dan D. veratrifolium. Percobaan 1
tahap I menggunakan media VW, VW + BA 0,5 mg.L‘l, ¥ MS, dan %2 MS + BA
0,5 mg.L™*. Percobaan 1 tahap Il menggunakan media VW, VW + BA 1mg.L* +
NAA 0,1mgL?, % MS, dan % MS + BA 1mg.L* + NAA 0,1mg.L?. Pada
percobaan 2 digunakan dua spesies dan empat media, sehingga terdapat delapan
kombinasi perlakuan. Percobaan 2 menggunakan spesies D. spectabile dan D.
ascipilanense. Percobaan 2 tahap | menggunakan media VW, VW + BA 0,5
mg.L?, Y2 MS, dan %2 MS + BA 0,5 mg.L™*. Percobaan 2 tahap Il menggunakan
media VW, VW + BA 2 mg.L?, %2 MS, dan¥2 MS + BA 2 mg.L ™.

Peubah yang diamati pada percobaan 1 meliputi warna eksplan, saat inisiasi
kalus, warna kalus, dan persentase eksplan yang membentuk kalus. Peubah yang
diamati pada percobaan 2 meliputi saat inisiasi kalus, saat inisiasi PLB, saat
inisiasi tunas, warna kalus, persentase eksplan yang membentuk kalus, persentase
eksplan yang membentuk PLB, persentase eksplan yang membentuk tunas,
jumlah PLB per eksplan, dan jumlah tunas per eksplan. Data yang diperoleh
dianalisa menggunakan analisis ragam (uji F) pada taraf 5%. Apabila terdapat
perbedaan antar perlakuan, maka dilanjutkan dengan uji BN T pada taraf 5%.



Hasil percobaan 1 tidak dapat dianalisis ragam karena tidak semua
perlakuan merespon perlakuan yang diberikan. Percobaan 2 menunjukkan bahwa
kombinasi terbaik antara eksplan PLB anggrek Dendrobium sp. dengan media
pada persentase pembentukan PLB tahap | dan persentase pembentukan kalus
tahap Il ialah D. spectabile dengan media VW, sedangkan kombinasi pada
persentase pembentukan kalus tahap | dan persentase pembentukan kombinasi
kalus dan PLB tahap |1 ialah D. spectabile dengan media ¥2 MS + BA 2 mg.L™.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sebagai salah satu pusat gen dunia, Indonesia merupakan salah satu
tempat asal tanaman anggrek, diantaranya ialah anggrek Dendrobium sp.
Dendrobium sp. termasuk dalam genus anggrek yang terbesar di dunia.
Diperkirakan anggrek ini terdiri dari 1600 spesies yang dibagi dalam beberapa
seksi. Dendrobium sp. banyak tersebar di Sri Lanka, India, Cina Selatan, Jepang,
Malaysia, Indonesia sampai ke Australia dan Selandia Baru (Lestari, 1990).

Di Indonesia, Dendrobium sp. banyak dijumpai di hutan sekitar Jawa,
Kalimantan, Sumatera, Irian Jaya, Maluku dan Nusa Tenggara. Beberapa spesies
menyebar sangat luas. Di antaranya Dendrobium anosmum, tersebar dari India
sampai Papua; Dendrobium erosum tumbuh di Thailand, Malaysia, Indonesia,
Papua hingga Vanuatu; Dendrobium crumenatum ditemukan di Myanmar sampai
Papua.

Konservasi ex situ merupakan salah satu cara untuk melestarikan plasma
nutfah anggrek di Indonesia. Hal ini perlu dilakukan terutama untuk spesies asli
Indonesia dan spesies-spesies yang komersial. Dengan melakukan konservasi ex
situ, maka spesies-spesies tersebut akan tetap terjaga dan bahkan bertambah
jumlahnya. Salah satu tekniknya ialah dengan menggunakan Kultur in vitro.
Potensi terbesar panggandaan klonal dalam kultur in vitro ialah melalui
embriogenesis somatik.

Embriogenesis somatik ialah proses perkembangan embrio dari sel-sel
somatik dari berbagai sumber eksplan yang ditumbuhkan pada sistem kultur
jaringan. Embrio-embrio tersebut terbentuk tanpa melalui fusi gamet tetapi tetap
melalui tahap-tahap morfologi embrio yang khas. Rice, dikutip dari Zulkarnain
(2009), menyatakan bahwa embriogenesis somatik merupakan teknik yang paling
menjanjikan untuk perbanyakan tanaman pertanian dalam waktu cepat. Kultur-
kultur yang bersifat embriogenik dapat menghasilkan embrio dalam jumlah besar
dalam satu wadah kultur. Selain itu, embriogenesis somatik menghasilkan
embrio-embrio somatik yang bipolar, yakni memiliki ujung-ujung akar dan pucuk

yang diperlukan bagi pertumbuhan tanaman lengkap.



Keberhasilan embriogenesis somatik melalui kultur in vitro dipengaruhi
oleh faktor genotip eksplan dan lingkungan kultur.  Lingkungan dapat
didefinisikan sebagai gabungan semua peubah bukan genetik (termasuk
pengelolaan tanaman) yang mempengaruhi ekspresi fenotipik (Kasno et al., 2007).
Semua variabel yang terlibat dalam produksi tanaman dapat dijelaskan secara
kolektif sebagai lingkungan. Setiap faktor yang merupakan bagian dari
lingkungan mempunyai potensi yang menyebabkan perbedaan penampilan
tanaman. Pada penelitian ini digunakan faktor lingkungan yang dapat diprediksi,
yaitu beberapa jenis media kultur. Perbanyakan secara in vitro menunjukkan
bahwa spesies yang berbeda membutuhkan media yang berbeda dan bahkan
spesifik untuk perkecambahan dan pertumbuhan yang optimum (Gahan dan
George, 2008). Untuk itu diperlukan suatu penelitian untuk mengetahui
kombinasi terbaik antara beberapa anggrek Dendrobium sp. dengan media tumbuh

pada kultur in vitro.

1.2 Tujuan
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan kombinasi terbaik antara

beberapa anggrek Dendrobium sp. dengan media tumbuh pada kultur in vitro.

1.3 Hipotesis
Terdapat kombinasi terbaik antara anggrek Dendrobium sp. dengan media

tumbuh.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Klasifikasi Anggrek Dendrobium sp.

Dendrobium sp. termasuk dalam Famili Orchidaceae, Subfamili
Epidendroideae, Suku Epidendreae; Dendrobiae dan Genus Dendrobium (Anonim,
2005; Sutiyoso dan Sarwono, 2007). R.E. Holttum, seorang ahli botani, membagi
genus Dendrobium menjadi 20 seksi, yaitu Diplocaulobium, Desmotrichum,
Sacopodium, Bolbidium, Euphlebium, Latourea, Callista, Eugenanthe,
Nigrohirsutea,  Phalaenanthe,  Ceratobium,  Stachyobium, Pedilonum,
Disticphyllum, Rhopalanthe, Aporum, Oxytophyllum, Stongyle, Grastidium, dan
Conostalix (Anonim, 2005).

2.2 Morfologi Anggrek Dendrobium sp.

Bunga anggrek berbentuk khas dan menjadi penciri yang membedakannya
dari anggota suku lain. Bunga-bunga anggrek tersusun dalam bentuk rangkaian
yang muncul dari tangkai bunga yang panjang. Tangkai bunga muncul dari ketiak
daun atau dari ujung tanaman (Iswanto, 2002).

Dendrobium sp. memiliki tiga helai sepal (kelopak bunga) berwarna cerah,
berbentuk lanset, meruncing atau bulat dengan ukuran bervariasi. Satu buah sepal
yang terletak di punggung atau tengah disebut dengan sepallum dorsalis atau
kelopak punggung, sementara dua sepal samping disebut sepal lateralis atau
kelopak samping (Iswanto, 2002). Letak sepal terlihat membentuk segi tiga
(Gunawan, 1990; Lestari, 1990; Anonim, 2005). Dasarnya bersatu dengan kaki
tugu untuk membentuk taji (Lestari, 1990).

Petal (mahkota bunga) berjumlah tiga helai yang juga terletak dalam bentuk
segitiga. Petal di bagian tengah membentuk bibir bunga (labellum) yang
membentuk semacam platform sebagai tempat serangga penyerbuk hinggap
(Gunawan, 1990). Umumnya petal berbentuk lebih bulat dan lebih besar serta
bertekstur halus dibanding sepal. Warna petal hampir sama dengan sepal, kecuali
petal yang membentuk labellum. Pada beberapa spesies, ukuran labellum lebih
besar dan berwarna lebih cerah. Umumnya bibir terbelah menjadi tiga dan bagian

dasar menyatu dengan taji bunga (Anonim, 2005).



Benang sari dan tangkai kepala putik menjadi satu membentuk suatu
struktur yang disebut column dan terletak di tengah atau pusat bunga. Column
memiliki tepung sari yang berbentuk gumpalan bulat yang disebut polinia.
Polinia Dendrobium sp. biasanya berjumlah empat, tersusun menjadi dua pasang
dalam dua rostellum kecil (Anonim, 2005). Polinia melekat pada ujung column
melalui suatu struktur yang disebut plasenta dan tertutup dengan sebuah cap
(Gunawan, 1990).

Kepala putik (stigma) terletak di bawah cap dan polinia, menghadap ke
labelum. Stigma terlihat seperti lubang dangkal yang bulat dan agak lengket.
Ovari (bakal buah) terletak di bawah struktur mahkota dan biasanya bersatu
dengan tangkai bunga (Gunawan, 1990).

Buah Dendrobium sp. berwarna hijau, berukuran besar dan menggembung
di bagian tengah. Bentuknya seperti kapsul yang berbelah enam. Setelah matang,
buah akan pecah di bagian tengah. Biji di dalam buah sangat banyak. Biji-biji
anggrek ini tidak mempunyai endosperm atau cadangan makanan seperti biji
tanaman lainnya. Oleh karena itu untuk perkecambahan dan pertumbuhan awal
biji dibutuhkan gula dan senyawa-senyawa lain dari luar atau dari lingkungan
sekelilingnya (Gunawan, 1990; Anonim, 2005).

Dendrobium sp. mempunyai daun berbentuk lanset ramping dan lanset
membulat. Ukuran serta ketebalannya bervariasi. Daun keluar dari setiap ruas
batang berjumlah 1- 2 helai. Posisi daun berhadap-hadapan atau berpasangan.
Namun, beberapa Dendrobium sp. mempunyai letak daun yang duduk
berpasangan dalam satu ruas. Selama satu siklus hidupnya, Dendrobium sp.
mengalami 2-3 periode pertumbuhan, yaitu periode vegetatif, periode generatif
dan beberapa spesies mengalami dormansi. Lama setiap periode tergantung pada
spesies dan habitatnya (Anonim, 2005).

Dendrobium sp. memiliki batang wvertikal yang disebut umbi semu
(pseudobulb). Pola pertumbuhan batangnya termasuk tipe simpodial, di mana
pertumbuhan batang terbatas dan akan terhenti setelah mencapai maksimal.
Selanjutnya, tunas atau anakan baru keluar dari dasar batang induk sebelumnya
(Anonim, 2005; Sutiyoso dan Sarwono, 2007).



2.3 Perbanyakan Anggrek Dendrobium sp.

Perbanyakan tanaman anggrek pada umumnya dilakukan melalui dua cara
yaitu, perbanyakan generatif dan vegetatif. Secara generatif, benih tanaman
diperoleh melalui biji hasil persilangan yang secara genetis biji-biji tersebut
bersifat heterozigot. Sehingga benih-benih yang dihasilkan mempunyai sifat tidak
mantap dan beragam. Dengan cara ini untuk mendapatkan tanaman yang sama
dengan induknya sangatlah sulit, karena persilangan anggrek telah berkembang
demikian luasnya. Namun dengan cara ini akan diperoleh varietas baru (Lestari,
1990). Biji anggrek sangat kecil dan tidak mempunyai endosperm (cadangan
makanan), sehingga perkecambahan di alam sangat sulit tanpa bantuan jamur
yang bersimbiosis dengan biji tersebut. Perbanyakan generatif banyak dilakukan
dengan metode in vitro yaitu dengan menyebar dan mengecambahkan biji pada
media agar di dalam botol (Hendaryono, 2000).

Perbanyakan vegetatif dengan menggunakan bagian somatik dari tubuh
tanaman dapat dilakukan dengan cara konvensional maupun modern. Secara
konvensional, Dendrobium sp. dapat diperbanyak melalui pemisahan rumpun dan
pemotongan anak tanaman yang ke luar dari batang (keiki) yang selanjutnya
ditanam ke media yang sama seperti pakis, moss, serabut kelapa, arang, serutan
kayu, disertai campuran pecahan genting atau batu bata. Perbanyakan secara
vegetatif ini akan menghasilkan anak tanaman yang mempunyai sifat genetik
sama dengan induknya. Namun perbanyakan konvensional secara vegetatif ini
tidak praktis dan tidak menguntungkan untuk tanaman bunga potong, karena
jumlah anakan yang diperoleh dengan cara-cara ini sangat terbatas. Metode kultur
in vitro yaitu dengan kultur jaringan, merupakan suatu cara perbanyakan tanaman
secara vegetatif secara modern. Prinsip utama dari teknik kultur jaringan ialah
perbayakan tanaman dengan menggunakan bagian vegetatif tanaman

menggunakan media buatan yang dilakukan di tempat steril (Rahardja, 1994).

2.4 Faktor-faktor yang Mempengaruhi Kebe rhasilan Kultur Jaringan
Kultur jaringan tanaman adalah suatu metode atau teknik mengisolasi
bagian tanaman (protoplasma, sel, jaringan dan organ) dan menumbuhkannya

pada media buatan dalam kondisi aseptik di dalam ruang yang terkontrol sehingga



bagian-bagian tanaman tersebut dapat tumbuh dan berkembang menjadi tanaman
lengkap. Teknik kultur jaringan didasarkan pada teori totipotensi (total genetic
potential) yang dikemukakan oleh Schleiden dan Schwan yang menyatakan
bahwa sel tanaman sebagai unit terkecil dapat tumbuh dan berkembang apabila
dipelihara dalam kondisi yang sesuai (Muslim, 2009). Berikut ialah faktor-faktor

yang mempengaruhi keberhasilan kultur jaringan.

2.4.1 Bahan Tanam

Salah satu faktor yang sangat mempengaruhi pertumbuhan dan
morfogenesis eksplan dalam kultur in-vitro ialah genotip tanaman asal eksplan
diisolasi. Pengaruh genotip ini umumnya berhubungan erat dengan faktor-faktor
lain yang mempengaruhi pertumbuhan eksplan, seperti kebutuhan nutrisi, zat
pengatur tumbuh dan lingkungan kultur. Gahan dan George (2008) yang
menyatakan bahwa setiap genotipe tanaman akan memberikan tanggapan
pertumbuhan in vitro yang berbeda. Perbedaan respon genotip tanaman tersebut
dapat diamati pada perbedaan eksplan masing-masing varietas untuk tumbuh dan
beregenerasi (Anonim, 2008).

Umur dan kondisi fisiologis bahan juga harus diperhatikan. Semakin tua
organ tanaman eksplan yang diambil, proses pembelahan dan regenerasi sel
cenderung untuk turun. Umumnya eksplan yang berasal dari jaringan tanaman
yang masih muda atau juvenil lebih mudah tumbuh dan beregenerasi
dibandingkan dengan jaringan yang telah terdiferensiasi lanjut (Zulkarnain, 2009).
Ukuran eksplan juga mempengaruhi laju keberhasilan kultur jaringan. Eksplan
dengan ukuran kecil lebih mudah disterilisasi dan kemungkinan terjadinya
kontaminasi kecil, namun kemampuannya untuk beregenerasi juga lebih kecil
sehingga dibutuhkan media yang lebih kompleks untuk pertumbuhan dan

regenerasinya (Zulkarnain, 2009).

2.4.2 Media Tumbuh
Menurut Gunawan (1990), perbedaan komposisi media, komposisi zat
pengatur tumbuh dan jenis media yang digunakan akan sangat mempengaruhi

pertumbuhan dan regenerasi eksplan yang dikulturkan.
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1. Komposisi media

Media tanam harus berisi semua zat yang diperlukan untuk menjamin
pertumbuhan eksplan (Hendaryono dan Wijayani, 2002). Perbedaan komposisi
media, seperti jenis dan komposisi garam-garam anorganik, senyawa organik
sangat mempengaruhi respon eksplan saat dikulturkan. Nitrogen, fosfor, kalium,
kalsium, magnesium dan sulfur merupakan komponen makro garam mineral yang
dibutuhkan dalam media kultur jaringan. Di samping unsur-unsur makro, sel-sel
tanaman juga membutuhkan unsur-unsur mikro tertentu. Unsur hara mikro yang
biasa ditambahkan antara lain iodium, asam borat, mangan, seng, molibdenum,
tembaga, kobalt dan besi (Zulkarnain, 2009).

Media juga mengandung sumber karbon dan energi yang umumnya
bersumber dari sukrosa atau glukosa sebanyak 2-3% atau 20-30 g/l media (Nayak
et al., 1997; Meesawat dan Kanchanapoom, 2002; Puchooa, 2004, Utami, 2007;
Zhao et al., 2007). Suplemen organik biasa ditambahkan ke dalam media untuk
memacu pertumbuhan eksplan, seperti air kelapa, bubur pisang, jus tomat, madu,
ekstrak daging (Aktar et al., 2008).

Media yang sering digunakan pada kultur in vitro Dendrobium antara lain
media Vacin and Went (Aktar et al., 2008; Meesawat dan Kanchanapoom, 2002;
Sheela et al., 2006; Widiastoety et al., 1997; Widiastoety et al., 1998), Murashige
and Skoog (Khosravi et al.,2008; Kong et al., 2007; Sharma et al., 2007; Zhao et
al., 2007), ¥ Murashige and Skoog (Aktar et al., 2008; Kong et al., 2007; Sheela
et al., 2006; Zhao et al., 2008) dan Knudson C (Aktar et al., 2008; Puchooa,
2004).

2. Komposisi hormon pertumbuhan

Hormon pertumbuhan atau zat pengatur tumbuh (ZPT) berperan merangsang
dan meningkatkan pertumbuhan serta perkembangan sel, jaringan dan organ
tanaman menuju arah diferensiasi tertentu. ZPT yang sering digunakan dalam
kultur in-vitro ialah golongan auksin dan sitokinin. Peranan auksin dan sitokinin
sangat nyata dalam pengaturan pembelahan sel, pemanjangan sel, diferensiasi sel
dan pembentukan organ (Zulkarnain, 2009).

Auksin ialah sekelompok senyawa yang fungsinya merangsang

pemanjangan sel-sel pucuk yang spektrum aktifitasnya menyerupai IAA (indole-



3-acetic acid) (Zulkarnain, 2009). Auksin yang umum dipakai ialah IAA (Indole
Acetic Acid), IBA (Indole Butyric Acid), NAA (Naphtalena Acetic Acid) dan2,4-
D (2,4-dichlorophenoxy Acetic Acid). Sitokinin yang paling banyak digunakan
lalah kinetin BA (Benzil Adenin), BAP (Benzil Adenin Phosphat) dan zeatin
(Zulkarnain, 2009). Hasil penelitian pada Dendrobium candidum menunjukkan
bahwa BA paling efektif dalam menginduksi kalus dari eksplan dibandingkan
NAA, kinetin dan 2,4-D. Induksi kalus mengalami kenaikan pada konsentrasi O -
8,8 uM dan menurun pada konsentrasidi atas 8,8 - 22,2 uM (Zhao et al., 2008).

Auksin dan sitokinin terkadang ditambahkan secara bersamaan pada media
kultur. Akan tetapi konsentrasi yang dibutuhan dari tiap jenis ZPT sangat
beragam tergantung dari jenis tanaman, kondisi kultur, dan senyawa yang
digunakan. Meesawat dan Kanchanapoom, (2002) menggunakan kombinasi 1
mg.L'* BA dan 0,1 mg.L' NAA untuk menginduksi kalus D. crumenatum.
Penambahan 4,4 uM BA dan 0,54 uM NAA pada media %2 MS menghasilkan
lebih dari 50 % eksplan berkalus (Zhao et al., 2008).
3. Keadaan fisik media

Dalam kultur jaringan, media yang digunakan dapat berupa media padat,
media semi padat dan media cair. Media yang umum digunakan ialah media
padat dan media cair. Pada anggrek, media cair biasa digunakan untuk induksi
PLB, di mana botol-botol berisi media cair dan eksplan digojog dengan shaker
atau penggojog dengan putaran 60-120 rpm (Soeryowinoto dan Soeryowinoto,
1984). Media padat, selain untuk induksi akar dan tunas (Soeryowinoto dan
Soeryowinoto, 1984), juga dapat digunakan untuk induksi kalus dan PLB pada
anggrek (Aktar et al., 2008; Meesawat dan Kanchanapoom, 2002; Nayak et al.,
1997; Utami, 2007; Zhao et al, 2008).

2.4.3 Lingkungan Tumbuh
Lingkungan kultur merupakan hasil interaksi antara bahan tanaman, wadah
kultur dan lingkungan eksternal ruang Kkultur yang memiliki pengaruh besar
terhadap suatu sistem kultur jaringan.
1. Suhu
Peranan suhu pada kultur in vitro lebih Kritis dibandingkan kultur in vivo.

Hal itu dikarenakan sifat jaringan yang peka dan kurangnya mekanisme



perlindunga terhadap jaringan tersebut (Zulkarnain, 2009). Pada sebagian besar
laboratorium, suhu yang digunakan ialah konstan, yaitu 25°C (kisaran suhu 17 -
32°C). Tanaman tropis umumnya dikulturkan pada suhu yang sedikit lebih tinggi
dari tanaman empat musim, yaitu 27°C (kisaran suhu 24 - 32°C). Meskipun
hampir semua tanaman dapat tumbuh pada kisaran suhu tersebut, namun
kebutuhan suhu untuk masing-masing jenis tanaman umumnya berbeda-beda.
Tanaman dapat tumbuh dengan baik pada suhu optimumnya. Pada suhu ruang
kultur dibawah optimum, pertumbuhan eksplan lebih lambat, namun pada suhu
diatas optimum pertumbuhan tanaman juga terhambat abibat tingginya laju
respirasi eksplan.

Untuk anggrek suhu optimum yang biasa digunakan pada kultur in vitro
lalah 25 (Untari et al., 2006; Ishii et al., 1998), 25+1°C (Aktar et al., 2008; Nayak
et al., 1997), 25+2°C (Meesawat dan Kanchanapoom, 2002; Zhao et al., 2008),
dan 26+2°C (Puchooa, 2004).

2. Kelembaban relatif

Kelembaban merupakan faktor penting yang sangat menentukan
keberhasilan kultur in vitro. Kelembaban relatif dalam ruang kultur sekitar 70%
(Anonim, 2008; Zulkarnain, 2009), namun kebutuhan kelembaban di dalam
wadah kultur mendekati 90%. George dan Sherrington (1984), dikutip dalam
Zulkarnain (2009), menyatakan bahwa embrioid Daucus carota tumbuh sangat
baik pada kelembaban 80-90% dan akan mati bila kelembaban di bawah 60%.
Kelembaban relatif yang biasa digunakan pada kultur in vitro anggrek ialah 55-
60% (Nayak et al., 1997), 70% (Untari et al., 2006).

3. Cahaya

Pada perbanyakan tanaman secara in-vitro, kultur umumnya diinkubasikan
pada ruang penyimpanan dengan penyinaran. Tunas-tunas umumnya dirangsang
pertumbuhannya dengan penyinaran, kecuali pada teknik perbanyakan yang
diawali dengan pertumbuhan kalus. Sumber cahaya pada ruang kultur ini
umumnya ialah lampu flourescent (TL). Hal ini disebabkan karena lampu TL
menghasilkan cahaya warna putih, selain itu sinar lampu TL tidak meningkatkan
suhu ruang kultur secara drastis (hanya meningkat sedikit). Lama penyinaran

umumnya diatur sesuai dengan kebutuhan tanaman sesuai dengan kondisi
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alamiahnya. Periode terang dan gelap umumnya diatur pada kisaran 8 - 16 jam
terang dan 16 - 8 jam gelap tergantung varietas tanaman dan eksplan yang
dikulturkan (Rahardja, 1994).

Kultur in vitro anggrek umumnya menggunakan iluminasi sebesar 2000-
3000 lux (Aktar et al., 2008), 3000 lux (Utami, 2007), 20pmol/m*/s (Meesawat
dan Kanchanapoom, 2002), 30-34 pmol/m?/s (Zhao et al, 2008), Nayak et al.,
1997) dan 50 pmol/m*/s (Puchooa, 2004) dengan periode terang 16 jam (Aktar et
al., 2008; Nayak et al., 1997; Meesawat dan Kanchanapoom, 2002; Puchooa,
2004).

2.4.4 Sterilisasi Peralatan, Media dan Bahan Tanam

Media Kultur jaringan umumnya membutuhkan media dan nutrisi yang
cocok bagi pertumbuhan sel tanaman, juga bebas dari bakteri dan jamur.
Peralatan yang digunakan selama kultur pun harus steril. Karena itu, peralatan
dan media yang akan digunakan harus disterilkan terlebih dahulu dalam autoclave
bersuhu 121°C dengan tekanan 1,5 atm selama 15-20 menit (Aktar et al., 2008;
Meesawat dan Kanchanapoom, 2002; Zhao et al, 2008; Nayak et al., 1997;
Puchooa, 2004).

Untuk menghilangkan sumber kontaminasi, bahan tanam harus disterilkan
terlebih dahulu. Sterilisasi bahan tanam dilakukan melalui pencucian dengan
deterjen dan perendaman dalam bahan sterilisasi seperti natrium hipoklorit,
kalsium hipoklorit, alkohol, betadine dan benlate. Kepekatan bahan sterilan dan
lamanya perendaman menentukan keberhasilan strerilisasi. Bahan strerilan pun
dapat meracuni jaringan, karena itu tingkat konsentrasi dan lama perendaman
harus benar-benar diperhatikan (Zulkarnain, 2009).

2.5 Embriogenesis Somatik
Embriogenesis somatik merupakan suatu proses di mana sel somatik (baik
haploid maupun diploid) berkembang membentuk tumbuhan baru melalui tahap
perkembangan embrio yang spesifik tanpa melalui fusi gamet. Istilah embrio
somatik pertama kali digunakan oleh Tolkin pada tahun 1964 yang
menggambarkan pembentukan organisme dari suatu sel atau kumpulan sel

somatik. Embrio somatik dapat dicirikan dari strukturnya yang bipolar, yaitu
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mempunyai dua calon meristem, yaitu meristem akar dan meristem tunas.
Dengan memiliki struktur tersebut maka perbanyakan melalui embrio somatik
lebih menguntungkan daripada pembentukan tunas adventif yang unipolar. Di
samping strukturnya, tahap perkembangan embrio somatik menyerupai embrio
zigotik. Secara spesifik tahap perkembangan tersebut dimulai dari fase globular,
fase hati, fase torpedo, dan planlet (Zulkarnain, 2009).

Embrio somatik dapat terbentuk melalui dua jalur, yaitu secara langsung
maupun tidak langsung. Pada embryogenesis langsung, sel-sel embriogenik
diinduksi sec langsung dari sel-sel eksplan. Sedangkan pada embriogenesis tidak
langsung tidak didahului oleh terbentuknya kalus (Sutanto dan Aziz, 2006).
Dalam perkembangannya, kalus yang terbentuk pada embriogenesis tidak
langsung dapat mengalami perubahan, baik perubahan warna maupun bentuk.
Kalus Phalaenopsis yang jernih dapat berubah warna menjadi kekuningan dan
hijau kekuningan (Utami, 2007). Kalus dari eksplan D. candidum yang telah
disubkultur tampak mengalami tiga perubahan perubahan, yaitu kuning muda,
putih dan coklat. Kalus berwarna kuning muda memiliki potensi tumbuh awal
yang baik, tumbuh cepat, dan secara relatif terdiri dari massa kompak dari butiran-
butiran isodiametrik pada permukaannya. Kalus ini kemudian terus melakukan
proliferasi dan perlahan menjadi hijau dan banyak membentuk PLB pada media %2
MS. Kalus berwarna putih secara perlahan berubah menjadi basah. Sedangkan
kalus berwarna coklat mula-mula mengalami proliferasi jaringan yang berwarna
lebih terang dan kemudian kembali berwarna coklat. Setelah kalus ini
dipindahkan pada media 2 MS + NAA (1,08; 2,7; 5,4 uM) + IBA (2,5; 5,0 uM)
beberapa butiran berwarna hijau muda muncul dari permukaan kalus yang
berwarna coklat. Butiran-butiran tersebut menjadi hijau dan kemudian
berkembang menjadi PLB. menunjukkan (Zhao et al., 2008). Jumlah PLB per
eksplan Dendrobium semakin bertambah setiap saat. Dalam waktu 20 hari,
jumlah PLB per eksplan Dendrobium pada media VW dan % MS bertambah 1,2-2
kali lipat (Aktar et al., 2008).

Keberhasilan regenerasi melalui embriogenesis somatik dipengaruhi oleh
berbagai faktor, antara lain formulasi media yang berbeda pada setiap tahap

perkembangan embrio somatik serta jenis eksplan yang digunakan. Pada tahap
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pembentukan struktur globular dan hati sering digunakan zat pengatur tumbuh
sitokinin seperti benzyladenin (BA) atau yang mempunyai peran fisiologis yang
sama yaitu thidiazuron (Husni et al., 1997) atau 2,4-D, dan NAA apabila embrio
somatik melalui fase kalus (Hutami et al., 2002). Untuk tahap pendewasaan,
konsentrasi sitokinin diturunkan dan untuk tahap perkecambahan sering
ditambahkan GA3 (Mariska et al., 2001). Sebagai eksplan umumnya digunakan

jaringan atau organ yang bersifat embriogenik seperti embrio zigotik, kotiledon,
mata tunas, dan kecambah muda (hipokotil dan epikotil).
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Gambar 1. Tahap-tahap embriogenesis somatik pada tanaman monokotil (Gahan
dan George, 2008)

Teknik embriogenesis somatik banyak mendapat perhatian karena jumlah
propagula yang dihasilkan tidak terbatas dan dapat diperoleh dalam waktu yang
lebih singkat. Di samping itu, untuk mendukung program pemuliaan tanaman
melalui rekayasa genetika, penggunaan embrio somatik dapat mempercepat
keberhasilan dengan peluang transformasi yang lebih tinggi karena embrio
somatik dapat berasal dari satu sel somatik. Untuk penyimpanan jangka pendek
maupun jangka panjang, embrio somatik dianggap merupakan bahan tanaman

yang ideal untuk disimpan karena apabila diregenerasikan dapat membentuk bibit
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somatik (Purnamaningsih, 2002). Selain itu, regenerasi melalui embriogenesis
somatik lebih efisien (Bakti et al., 2007).

Di samping keuntungan, terdapat beberapa kendala dalam penerapan
embriogenesis, yaitu peluang terjadi mutasi lebih tinggi, metode lebih sulit, ada
penurunan daya morfogenesis dari kalus embriogenik karena subkultur berulang
serta memerlukan penanganan yang lebih intensif karena kultur lebih rapuh.
Namun demikian, variasi yang dihasilkan sering dianggap menguntungkan karena

dapat digunakan sebagai sumber keragaman genetik (Purnamaningsih, 2002).

2.6 Inte raksi Genotip dengan Lingkungan

Tanaman tumbuh pada rentang kondisi yang luas. Lingkungan dapat
didefinisikan sebagai gabungan semua peubah (termasuk pengelolaan tanaman)
bukan genetik yang mempengaruhi ekspresi fenotipik (Kasno et al., 2007).
Semua variabel yang terlibat dalam produksi tanaman dapat dijelaskan secara
kolektif sebagai lingkungan. Jika kultivar dibandingkan pada lingkungan yang
berbeda, penampilan relatif kultivar tersebut tidak akan sama. Setiap faktor yang
merupakan bagian dari lingkungan mempunyai potensi yang menyebabkan
perbedaan penampilan tanaman. Faktor lingkungan dibagi menjadi dua macam,
yaitu faktor yang dapat diprediksi dan aktor yang tidak dapat diprediksi. Faktor
yang dapat diprediksi terjadi dengan pola yang sistematis atau dapat dikendalikan
oleh manusia, misal jenis tanah atau media tanam, waktu tanam, jarak tanam,
populasi tanaman, jenis dan dosis pupuk. Faktor yang tidak dapat diprediksi
memiliki fluktuasi yang tidak konsisten, misal curah hujan, temperatur, dan
kelembaban relatif.

Interaksi antara genotipe dan lingkungan merupakan masalah utama bagi
pemulia tanaman dalam usaha mengembangkan kultivar hasil seleksinya (Harsanti
et al., 2003). Perubahan penampilan relatif genotip pada lingkungan yang
berbeda disebut interaksi genotip x lingkungan (G x L/ G x E). Interaksi genotip
lingkungan juga didefinisikan sebagai kegagalan genotip yang diuji untuk
berpenampakan relatif sama pada berbagai lingkungan percobaan (Basir, 1998).

Hal ini menguatkan para pemulia untuk menguji adaptasi genotip.
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Pada penelitian ini digunakan lingkungan tumbuh yang dapat dikontrol,
yaitu media kultur. Setiap genotipe tanaman memiliki respon pertumbuhan yang
berbeda terhadap media kultur yang berbeda (Winarsih et al., 2003). Hasil
penelitian Damayanti et al. (2007) menunjukkan adanya interaksi pada beberapa
kultivar lili terhadap medium MS dengan beberapa kombinasi 2,4-D dan 1 ppm
BA. Pengamatan terhadap jumlah buku, tinggi planlet dan jumlah tunas beberapa
klon tanaman kentang yang ditanam pada media kultur in vitro dengan pemberian
konsentrasi BAP yang berbeda memperlihatkan interaksi yang berbeda nyata
(Satria, 2004).

Interaksi genotipe dengan media tumbuh tidak selalu terjadi. Hasil penelitian
Nisa dan Rodinah (2005) menunjukkan tidak terjadi interaksi antara media MS
yang ditambah NAA dan Kinetin dengan beberapa kultivar pisang pada semua
peubah pengamatan. Interaksi genotipe dengan media tumbuh juga tidak terdapat
pada beberapa karakter tumbuh yang diamati pada kultur lili (Damayanti et al.,
2007; Kenyo et al., 2002), kentang (Satria, 2004), dan kakao (Winarsih et al.,
2003).



3. METODE PELAKSANAAN

3.1 Tempat dan Waktu
Penelitian dilakukan di laboratorium Soerjanto Orchid Batu. Penelitian

dilaksanakan selama bulan September 2009 sampai Januari 2010.

3.2 Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan antara lain entkas, autoklaf, timbangan analitik,
sendok, erlenmeyer, gelas ukur, pipet, pengaduk, pH universal, botol kultur,
corong, saringan, penyumbat karet, pinset, scalpel, lampu bunsen, sprayer,
petridish, kardus, ruang kultur yang berisi rak, lampu fluorescence, timer, AC.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian antara lain senyawa kimia
untuk pembuatan media ¥2 MS dan VW seperti pada lampiran 1, BA (Benzyl
Adenin), NAA (Naphtalena Acetic Acid), NaOH, HCI, aquades, alkohol 70%,
clorox (NaOCI) 12%, Teepol (detergen cair), Bayclin®, sukrosa, air kelapa, agar,
dan bahan tanam. Bahan tanam terdiri dari tunas aksilar D. lineale, D.
pseudoconantum, D. strebloceras dan D. veratrifolium serta PLB D. spectabile

dan D. aschipilanense.

3.3 Metode Penelitian

Penelitian dibagi menjadi dua percobaan, di mana tiap percobaan terdiri dari
dua tahap.
1. Percobaan 1 Tahap I

Pada percobaan ini digunakan eksplan yang berasal dari tunas aksilar.
Percobaan disusun menggunakan Rancangan Acak Lengkap dengan tiga ulangan.
Perlakuan terdiri dari kombinasi empat spesies dan empat media, sehingga
terdapat enam belas perlakuan, yaitu :
G1M1 =D. lineale pada media VW
G1M2 = D. lineale pada media VW + BA 0,5 mg.L*
G1IM3 =D. lineale pada media %2 MS
G1M4 = D. lineale pada media % MS + BA 0,5 mg.L™
G2M1 = D. pseudoconantum pada media VW



G2M2 =D.
G2M3 =D.
G2M4 = D.
G3M1 =D.
G3M2 =D.
G3M3 =D.
G3M4 =D.
G4M1 =D.
G4M2 =D.
G4M3 = D.
G4M4 = D.
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pseudoconantum pada media VW + BA 0,5 mg.L™
pseudoconantum pada media ¥2 MS
pseudoconantum pada media ¥2 MS + BA 0,5 mg.L*
strebloceras pada media VW

strebloceras pada media VW + BA 0,5 mg.L™
strebloceras pada media %2 MS

strebloceras pada media %2 MS + BA 0,5 mg.L™*
veratrifolium pada media VW

veratrifolium pada media VW + BA 0,5 mg.L™*
veratrifolium pada media %2 MS

veratrifolium pada media % MS + BA 0,5 mg.L™*

2. Percobaan 1 Tahap Il

Pada tahap Il digunakan eksplan yang berasal dari eksplan tahap I.

Percobaan disusun menggunakan Rancangan Acak Lengkap dengan tiga ulangan.

Perlakuan terdiri dari kombinasi empat spesies dan empat media, sehingga

terdapat enam belas perlakuan, yaitu :

G1M1 =D.
G1M2 =D.
G1IM3 =D.
G1M4 =D.
G2M1 =D.
G2M2 = D.
G2M3 = D.
G2M4 = D.
G3M1 =D.
G3M2 =D.
G3M3 =D.
G3M4 =D.
G4M1 = D.
G4M2 = D.
G4M3 = D.
G4M4 = D.

lineale pada media VW

lineale pada media VW + BA 1mg.L"* + NAA 0,1 mg.L*

lineale pada media ¥2 MS

lineale pada media ¥2 MS + BA 1mg.L™* + NAA 0,1 mg.L™
pseudoconantum pada media VW

pseudoconantum pada media VW + BA 1mg.L™* + NAA 0,1 mg.L™
pseudoconantum pada media %2 MS

pseudoconantum pada media %> MS + BA 1mg.L™* + NAA 0,1 mg.L*
strebloceras pada media VW

strebloceras pada media VW + BA 1mg.L™* + NAA 0,1 mg.L™
strebloceras pada media %2 MS

strebloceras pada media %> MS + BA 1mg.L"* + NAA 0,1 mg.L™
veratrifolium pada media VW

veratrifolium pada media VW + BA 1mg.L™* + NAA 0,1 mg.L™*
veratrifolium pada media %2 MS

veratrifolium pada media % MS + BA 1mg.L'* + NAA 0,1 mg.L™
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3. Percobaan 2 Tahap |
Pada percobaan 2, digunakan eksplan PLB (Protocorm like body).
Percobaan disusun menggunakan Rancangan Acak Lengkap dengan tiga ulangan.
Tiap ulangan terdiri dari 3 botol yang masing-masing botol berisi 10 eksplan.
Perlakuan terdiri dari kombinasi dua spesies dan empat media, sehingga terdapat
delapan perlakuan, yaitu :
D1M1 =D. spectabile pada media VW
D1M2 = D. spectabile pada media VW + BA 0,5 mg.L™
D1M3 =D. spectabile pada media %2 MS
D1M4 = D. spectabile pada media ¥2 MS + BA 0,5 mg.L™
D2M1 = D. aschipilanense pada media VW
D2M2 = D. aschipilanense pada media VW + BA 0,5 mg.L*
D2M3 = D. aschipilanense pada media %2 MS
D2M4 = D. aschipilanense pada media % MS + BA 0,5 mg.L™*
4. Percobaan 2 Tahap Il
Tahap Il menggunakan eksplan yang berasal dari eksplan tahap |.
Percobaan disusun menggunakan Rancangan Acak Lengkap dengan tiga ulangan.
Perlakuan terdiri dari kombinasi dua spesies dan empat media, sehingga terdapat
delapan perlakuan, yaitu :
D1M1 = D. spectabile pada media VW
D1M2 = D. spectabile pada media VW + BA 2 mg.L™
D1M3 = D. spectabile pada media %2 MS
D1M4 = D. spectabile pada media %2 MS + BA 2 mg.L™*
D2M1 = D. aschipilanense pada media VW
D2M2 = D. aschipilanense pada media VW + BA 2 mg.L*
D2M3 = D. aschipilanense pada media %> MS
D2M4 = D. aschipilanense pada media %2 MS + BA 2 mg.L*

3.4 Pelaksanaan Percobaan
3.4.1 Pembuatan Larutan Stok Media
Masing- masing senyawa untuk tiap media serta BA dan NAA dibuat larutan

stoknya. Pembuatan larutan stok bertujuan untuk menghemat waktu dan
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memudahkan pekerjaan menimbang berulang-ulang untuk setiap kali pembuatan
media. Larutan stok untuk senyawa makro, BA, dan NAA, dibuat dengan
kepekatan 10 kali, sedangkan untuk senyawa mikro dan stok Fe-EDTA, masing-
masing dibuat dengan kepekatan 100 kali.

Jumlah senyawa yang diperlukan dihitung menggunakan rumus =

kepekatadarutanstok xberatsenyawaperlitermedia
1000ml/ volumelarutanstok(ml)

Senyawa yang telah ditimbang, dilarutkan dengan aquades sampai volume
yang diinginkan. Kemudian larutan stok diberi label, ditutup rapat dan disimpan

dalam lemari pendingin.

3.4.2 Pembuatan Media Tanam
Langkah pertama dalam pembuatan media ialah mempersiapkan peralatan
yang akan digunakan, larutan stok senyawa makro, stok senyawa mikro, stok Fe-
EDTA, stok BA, dan stok NAA, air kelapa, agar-agar, sukrosa dan aquades.
Larutan stok memiliki kepekatan yang lebih besar dari kepekatan media, jadi
untuk mendapatkan media dengan konsentrasi yang yang sesuai harus dilakukan
pengenceran larutan stok. Volume larutan stok (ml) yang harus diambil untuk

dilarutkan dihitung menggunakan rumus =

konsentrassenyawax volumemedia(ml)
kepekatarlarutanstok

Masing-masing larutan stok yang sudah diukur, dicampur menjadi satu
dengan sukrosa, ditambahkan aquades sampai volume yang diinginkan. Untuk
media VW, ditambah 150 ml air kelapa muda sebelum ditambah aquades.
Kemudian larutan tersebut diaduk dan diukur pH-nya. pH untuk media Y2 MS
sebesar 5,8 dan untuk VW sebesar 5,3. Jika pH terlalu rendah maka ditambah
larutan NaOH dan jika pH terlalu tinggi ditambah HCIl. Kemudian ditambahkan
agar dan dipanaskan sampai mendidih. Larutan media dimasukkan ke dalam
botol yang telah disterilisasi sebanyak 25 ml per botol dan ditutup dengan
penyumbat karet. Media dan alat-alat untuk penanaman eksplan disterilisasi

dengan autoklaf dengan suhu 121°C pada tekanan 1,5 atm selama 20 menit.
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Media yang telah steril dimasukkan ke dalam ruang kultur, dan harus disemprot

alkohol 70% sebelum dimasukkan ke dalam entkas.

3.4.3 Inisiasi dan Inokulasi Eksplan

Untuk bahan tanam berupa tunas aksilar, dipilih tunas yang masih muda dan
sehat dengan panjang = 10 cm. Tunas dipisahkan dari induknya kemudian dicuci
dengan perlahan dengan air mengalir, kemudian digojog dalam larutan deterjen
cair (Teepol). Setelah tunas bersih, dilakukan sterilisasi permukaan. Sterilisasi
dilakukan dua kali, sterilisasi di luar dan sterilisasi di dalam entkas. Sterilisasi
pertama, dengan menggojog tunas dalam cairan clorox 12% + 1 tetes Teepol
selama 15 menit. Kemudian bagian pucuk dan pangkal tunas dipotong sedikit,
disemprot dengan alkohol 70% dan dimasukkan ke dalam entkas. Sterilisasi
kedua (di dalam entkas) dengan menggojog eksplan pada larutan clorox 6% + 1
tetes Teepol selama 10 menit kemudian dibilas dengan aquades sebanyak tiga kali.
Untuk eksplan PLB, botol yang berisi PLB harus dibersinkan dan disemprot
dengan alkohol 70% terlebih dahulu sebelum dimasukkan ke dalam entkas. Pada
eksplan PLB tidak dilakukan sterilisasi, PLB cukup dibilas dengan aquades untuk
menghilangkan sisa-sisa agar yang menempel.

Inokulasi eksplan dilakukan dalam entkas yang steril. Cara inokulasi
sebagai berikut :
1. Percobaanl Tahap I

Setelah alat-alat disterilkan dengan membakar diatas api bunsen, seludang
yang menutup tunas dibuka satu per satu mulai dari bagian bawah sampai terlihat
mata tunas. Seludang harus dibuka dengan hati-hati tanpa melukai mata tunas.
Tunas kemudian dipotong-potong, ditanam pada botol kultur dan dimasukkan ke
dalam ruang kultur. Kebutuhan cahaya dipenuhi dengan menggunakan lampu TL
40 watt dengan periode terang selama 16 jam dan periode gelap selama 8 jam dan
suhu 25+2°C.
2. Percobaan 1 Tahap Il

Setelah 40 hari, mata tunas dipotong-potong dan disubkultur pada media
VW, VW + BA1 mg.L? + NAA 0,1 mg.L?, %2 MS dan% MS + BA 1 mg.L! +
NAA 0,1 mg.L? untuk induksi kalus. Eksplan ditanam pada botol Kkultur dan
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dimasukkan ke dalam ruang kultur. Kebutuhan cahaya dipenuhi dengan
menggunakan lampu TL 40 watt dengan periode terang selama 16 jam dan
periode gelap selama 8 jam dan suhu 25+2°C.
3. Percobaan 2 Tahap |

Untuk bahan tanam berupa PLB tidak diperlukan sterilisasi eksplan, akan
tetapi botol yang berisi PLB harus dibersihkan dan disemprot dengan alkohol 70%
terlebih dahulu sebelum dimasukkan ke dalam entkas. PLB diambil dari dalam
botol, dicuci dengan aquades untuk menghilangkan sisa-sisa agar. Eksplan
dipotong menjadi dua secara membujur kemudian ditanam dalam botol kultur.
Masing-masing botol berisi sepuluh eksplan.  Botol-botol kultur kemudian
dikulturkan dalam keadan gelap selama 40 hari. Keadaan gelap dilakukan dengan
memasukkan botol kultur ke dalam kardus yang sudah disterilkan terlebih dahulu.
4. Percobaan 2 Tahap Il

Setelah 40 hari, eksplan yang berasal dari percobaan 2 tahap 1 dikeluarkan
dari botol sebelumnya menggunakan pipet panjang, kemudian disubkultur pada
media VW, VW + BA 8,8 uM.L?, % MS dan % MS + BA 8,8 uM.L™* selama 40
hari. Eksplan dikulturkan pada media yang berkesesuaian dengan media pada
tahap 1. Eksplan yang sebelumnya ditanam pada media tanpa tambahan BA
dikulturkan kembali pada media tanpa BA dan eksplan yang sebelumnya ditanam
pada media dengan tambahan BA dikulturkan kembali pada media dengan BA.
Konsentrasi BA lebih tinggi, yaitu sebesar 2 mg.L™* BA.

3.5 Pengamatan
Pengamatan dilakukan secara deskriptif tanpa merusak eksplan.
1. Percobaan 1 Tahap I
Parameter yang diamati meliputi :
a. Perkembangan mata tunas pada eksplan.
b. Warna eksplan pada umur 40 hsi (hari setelah inokulasi), dibandingkan
dengan colour chart RHS (Royal Horticultural Society) London.
2. Percobaan 1 Tahap Il
Parameter yang diamati meliputi :
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Saat inisiasi kalus, dihitung jumlah hari sejak inokulasi hingga muncul
kalus.

Persentase eksplan yang membentuk kalus, dihitung pada umur 40 hss
(hari setelah subkultur) dengan rumus

_jumlah eksplanyangmembentukkalus
jumlah eksplanyangdisubkultur

x100%

Warna kalus, dibandingkan dengan colour chart RHS (Royal Horticultural

Society) London.

3. Percobaan 2 Tahap |

Parameter yang diamati meliputi :

a.

Saat inisiasi kalus, dihitung sejak inokulasi, dengan indikasi terjadi
pembesaran dari ukuran semula.
Persentase eksplan yang berhasil membentuk kalus, dihitung pada umur 40

jumlah eksplanyangmembentukkalus
jumlah eksplanyangdiinokulag

hsi dengan rumus = x100%

Warna kalus, diamati pada umur 40 hsi, dibandingkan dengan colour chart

RHS (Royal Horticultural Society) London.

4. Percobaan 2 Tahap Il

Parameter yang diamati meliputi :

a.

Persentase eksplan yang membentuk kalus, dihitung pada umur 40 hss

jumlah eksplanyangmembentukkalus
jumlah eksplanyangdisubkultur

x100%

dengan rumus =

Saat inisiasi PLB, dihitung hari sejak subkultur, dengan indikasi terbentuk
PLB darieksplan yang diinokulasi.
Persentase eksplan yang berhasil membentuk PLB, dihitung pada umur 40

jumlah eksplanyangmembentukplb
jumlah eksplanyangdisubkultur

hss dengan rumus = x100%

Saat inisiasi tunas, dihitung sejak subkultur, dengan indikasi terbentuk
tunas dari eksplan yang ditanam.
Persentase eksplan yang berhasil membentuk tunas, dihitung pada umur 40

jumlah eksplanyangmembentuktunas
jumlah eksplanyangdisubkultur

hss dengan rumus = x100%
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f.  Jumlah PLB per eksplan, dihitung jumlah PLB yang terbentuk pada setiap
eksplan yang membentuk PLB pada umur 40 hss.

g. Jumlah tunas per eksplan, dihitung jumlah tunas yang terbentuk pada
setiap eksplan yang membentuk tunas pada umur 40 hss.

h. Warna kalus, diamati pada umur 40 hss, dibandingkan dengan colour chart
RHS (Royal Horticultural Society) London.

3.6 Analisa Data
Data yang diperoleh disajikan dalam bentuk tabel dan gambar. Data
kualitatif diuraikan secara deskriptif. Data kuantitatif yang diperoleh dianalisa
menggunakan analisis ragam (uji F) pada taraf 5%. Apabila terdapat perbedaan

antar perlakuan, maka dilanjutkan dengan uji BNT pada taraf5%.

Tabel 1. Analisis ragam pada RAL

Sumber Keragaman DB JK KT F hitung
Perlakuan p-1 IKp KTp KT, / KTy
Galat p(r-1) JKg KTy
Total pr-1 JK;

(Gomez dan Gomez, 1995)



4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil

4.1.1 Percobaan 1 tahap I : Induksi mata tunas dari eksplan tunas

Percobaan satu mengunakan eksplan tunas yang masih muda. Pengamatan
pada tahap satu dilakukan terhadap warna serta pertumbuhan dan perkembangan
eksplan.

Semua eksplan tunas yang diinokulasi awalnya berwarna hijau, namun
dalam jangka waktu beberapa hari mulai terlihat adanya perubahan warna pada
beberapa eksplan. Perubahan warna tersebut bermacam- macam (gambar 2), akan
tetapi, secara umum dapat dikatakan bahwa perubahan warna mengarah pada
warna putih (156C dan 193D) dan coklat kehitaman (187B). Warna hijau eksplan
termasuk hijau kekuningan (139B, 140A, 140B dan 142A), sedangkan warna
kuning eksplan berkode 11D dan 12A.

® 0

Gambar 2. Warna eksplan pada 40 hsi. (a) hijau, (b) hijau keputihan, (c) putih
kekuningan, (d) putih kehitaman, (e) coklat keputihan, (f) coklat, (g)
coklat kehitaman

Perubahan warna ini terjadi secara acak pada semua jenis media dan spesies.
Eksplan yang mengalami perubahan warna tidak dapat lagi tumbuh dan
berkembang. Sedangkan pada eksplan yang masih hijau, mata tunasnya masih
dapat tumbuh dan berkembang. Namun tidak semua eksplan yang masih hijau
dapat menumbuhkan mata tunas. Eksplan yang dapat merespon perlakuan dengan

baik hanya D. pseudoconanthum pada media VW + BA 0,5 mg.L serta D.
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strebloceras pada media VW + BA 0,5 mg.L™ , media %2 MS, dan media ¥2 MS +
BA 0,5 mg.L ™.

Indikasi pertumbuhan awal mata tunas dapat dilihat melalui pembengkakan
yang terjadi pada mata tunas. Pembengkakan mulai terlihat dua minggu sampai
tiga minggu setelah inokulasi. Mata tunas tersebut kemudian tumbuh semakin

besar dan ada yang sampai berkembang membentuk tunas daun.

Gambar 3. Pertumbuhan eksplan tunas (a) D. lineale, (b) D. pseudoconanthum,

(c) D. strebloceras, (d) D. veratrifolium, pada media (1)VW, (2) VW
+BA0,5 mg.L?, (3) %2 MS, (4) % MS + BA 0,5 mg.L™*

4.1.2 Percobaan 1 tahap I'l: Induksi kalus dari eksplan tunas
Tahap ini bertujuan untuk menginduksi kalus. Zat pengatur tumbuh (ZPT)
yang digunakan pada tahap ini ialah kombinasi BA 1 mg.L* dengan NAA 0,1
mg.L™?. Eksplan yang digunakan ialah eksplan dari tahap | yang menunjukkan
respon dan perkembangan yang baik yaitu D. pseudoconanthum pada media VW
+ BA 0,5 mg.L? serta D. strebloceras pada media VW + BA 0,5 mg.L™, media
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¥, MS, dan media %2 MS + BA 0,5 mg.L™. Eksplan tersebut kemudian di potong-
potong dan dikulturkan pada media untuk tahap dua. Karena eksplan yang dapat
kulturkan untuk tahap kedua sangat sedikit, maka tidak semua perlakuan dapat
dilakukan dan jumlah eksplan untuk tiap perlakuan hanya satu sampai tiga
eksplan saja.

Pada tahap ini sebagian eksplan tidak dapat berkembang dan mengalami
perubahan warna menjadi coklat dan sebagian lagi tetap berwarna hijau tanpa
mengalami suatu perkembangan. Respon eksplan pada 40 hss dapat dilihat pada
tabel 2. Pada tiap perlakuan yang menampakkan respon, eksplan yang dapat
merespon hanya satu eksplan saja. Eksplan yang dapat membentuk kalus hanya D.
pseudoconanthum yang berasal dari media VW + BA 0,5 mg.L* dan ditanam
pada media Y2 MS + BA 1 mg.L'* + NAA 0,1 mg.L™ (gambar 4a) dengan kalus
berwarna hijau kekuningan muda atau light yellowish green (145C). Kalus
muncul dimulai dengan munculnya bentukan bulat yang terlihat menutupi salah
satu ujung eksplan pada 16 hss, enam hari kemudian (22 hss) mulai muncul kalus
daridalam bentukan bulat tersebut.

Selain membentuk kalus, terdapat eksplan yang membentuk PLB serta
kombinasi kalus dan PLB. Eksplan yang dapat membentuk PLB ialah D.
strebloceras yang berasal dari media %2 MS dan ditanam pada media VW (gambar
4b), dimana PLB muncul pada 27 hss. Kombinasi kalus dan PLB terdapat pada D.
strebloceras di media VW + BA 1 mg.L™* + NAA 0,1 mg.L? dari eksplan yang
berasal dari media % MS + BA 0,5 mg.L™* (gambar 5). Kalus yang terbentuk
berwarna hijau kekuningan muda atau light yellowish green (145C). Kalus mulai
terlihat pada 25 hss sedangkan PLB muncul pada 29 hss.

Terdapat juga eksplan yang dapat membentuk tunas, yaitu D. strebloceras
yang berasal dari media VW + BA 0,5 mg.L™* dan disubkultur ke media VW dan
» MS serta eksplan yang berasal dari media 2 MS + BA 0,5 mg.L? dan
disubkultur ke media VW + BA 1 mg.L™" + NAA 0,1 mg.L™* dan % MS + BA 1
mg.L + NAA 0,1 mg.L seperti yang tampak gambar 6. Calon tunas pada media
VW mulai muncul pada 27 hss, pada media 2 MS muncul pada 21 hss, pada
media VW + BA 1 mg.L™* + NAA 0,1 mg.L™ muncul pada 9 hss dan pada media
5, MS + BA1 mg.L* + NAA 0,1 mg.L™ mulai muncul pada 12 hss.
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Tabel 2. Respon eksplan pada 40 hss

Perlakuan Media asal
VW + BA 0,5 mg.L™ % MS % MS + BA 05 mg.L™
G2M1 - X X
G2M2 - X X
G2M3 - X X
G2M4 Kalus X X
G3M1 Tunas PLB X
G3M2 - Kalus+PLB Tunas
G3M3 Tunas - X
G3M4 - - Tunas
Keterangan : G2M4 =D. pseudoconantum + \AV;

G2M4 =D. pseudoconantum + VW + BA 1mg. L + NAA 0,1 mg. s

G2M4 =D. pseudoconantum +% MS;

G2M4 =D. pseudoconantum +% MS + BA 1mg.L™t + NAA 0,1 mg.L;

G3M1 =D. strebloceras+ V\W;

G3M2 =D. strebloceras + VW + BA 1mg.L™* + NAA 0,1 mg.L™:

G3M3 =D. strebloceras + % MS;

G3M4 =D. strebloceras +% MS + BA 1mg.L™ + NAA 0,1 mg.L™;

- = tidak muncul kalus, PLB, atau tunas;

X =tidak ada eksplan;

Gambar 4. Kalus dan PLB saat 40 hss; (a) kalus D. pseudoconanthum + %2 MS +

Gambar 5.

BA1mg.L't + NAA 0,1 mg.L'%; dan (b) PLB D. strebloceras + VW

Kombinasi kalus (tanda lingkaran merah) dan PLB (tanda lingkaran

hitam) D. strebloceras + VW + BA 1 mg.L'* + NAA 0,1 mg.L?; (a)
kalus dan (b) PLB dilihat dari sisi yang berbeda

Gambar 6. Tunas pada kmbinasi D. strebloceras dengan media (a) VW; (b) %
MS; (c) VW + BA 1 mg. L*+ NAA 0,1 mg.L?; (d) %2 MS + BA 1
mg.Lt + NAA 0,1 mg.L"
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4.1.3 Percobaan 2 tahap I: Induksi kalus dari eksplan PLB
Percobaan 2 tahap | ini bertujuan untuk menginduksi kalus dari eksplan
PLB yang dikulturkan pada kondisi gelap selama 40 hari. Parameter yang diamati
lalah waktu inisiasi kalus, persentase eksplan yang membentuk kalus dan warna
kalus yang terbentuk. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa eksplan yang dapat
membentuk kalus hanya D. spectabile yang ditanam pada media VW dan media %2
MS + BA 0,5 mg.L™.

Tabel 3. Rerata perkembangan kalus pada 40 hsi

Persentase Eksplan

Perlakuan SI?ZItuIsnE;!sais)l Membentuk Kalus
(%)
D. spectabile + VW 0,90 2,22 a
D. spectabile + VW + BA 0,5 mg.L* - 0,00 a
D. spectabile + %2 MS - 0,00 a
D. spectabile + % MS + BA 0,5 mg.L™* 2,10 10,00 b
D. ascipilanense + VW - 0,00 a
D. ascipilanense + VW + BA 0,5 mg.L* - 0,00 a
D. ascipilanense + ¥2 MS - 0,00 a
D. ascipilanense + % MS + BA 0,5 mg.L™ - 0,00 a

**

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan yang
nyata pada uji BNT 5%;
Data yang dianalisis merupakan data hasil transformasi ./x+0,5;

** = sangat nyata

Rerata saat inisiasi kalus yang rendah mengindikasikan bahwa eksplan dapat
membentuk kalus dengan sangat cepat. Akan tetapi, kenyataannya kalus mulai
muncul sekitar tiga minggu setelah inokulasi. Sebelum muncul kalus, eksplan
mengalami pembengkakan atau penambahan ukuran dari ukuran semula mulai 6
hsi sampai 15 hsi. Kemudian muncul kalus berupa tonjolan-tonjolan kecil di
permukaan eksplan pada 18 hsi sampai 23 hsi.

Rendahnya rerata saat inisiasi kalus disebabkan oleh persentase eksplan
yang rendah dalam membentuk kalus. Eksplan yang dapat membentuk kalus
sangat sedikit, tidak lebih dari 10%. Berdasarkan hasil analisis ragam diketahui

bahwa terdapat perbedaan yang nyata antar perlakuan. Kombinasi D. spectabile
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dengan media ¥ MS + BA 0,5 mg.L™" menunjukkan persentase pembentukan
kalus yang paling tinggi.

Pada awalnya, eksplan PLB yang diinokulasi berwarna hijau muda, namun
saat 3 hsi warnanya mulai berubah menjadi lebih pucat, bahkan pada 4 hsi
terdapat eksplan yang berubah warna menjadi putih. Kalus yang terbentuk pada
tahap ini juga berwarna pucat, yaitu putih kekuningan atau yellowish white,
seperti tampak pada gambar 7. Kalus D. spectabile yang terbentuk pada media
VW berwarna putih kekuningan dengan kode 155D sedangkan kalus pada media
5 MS + BA 0,5 mg.L* berwarna putih kekuningan dengan kode 158C.

.', i &~

(A ((b)

Gambar 7. Kalus D. spectabile saat 40 hsi yang terbentuk pada media (a) VW dan
(b) % MS + BA 0,5 mg.L*

Tujuan percobaan 1 tahap | ini ialah untuk menginduksi kalus dari eksplan
PLB. Akan tetapi, eksplan ternyata tidak hanya membentuk kalus tetapi juga
membentuk PLB dan tunas. Data rerata perkembangan eksplan membentuk PLB
dan tunas disajikan dalam tabel 5.

PLB terbentuk pada eksplan D. spectabile yang diinokulasikan di media
VW dan¥% MS. Inisiasi PLB mulai terlihat pada 12 hsi sampai 35 hsi. PLB yang
terbentuk berwarna putih dan putih kekuningan seperti tampak pada gambar 8.
Analisis ragam menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang nyata antar
perlakuan pada persentase eksplan membentuk PLB, dimana kombinasi perlakuan
D. spectabile dengan media VW memiliki persentase tertinggi dibandingkan
dengan kombinasi perlakuan yang lain. Kombinasi ini juga menghasilkan jumlah
PLB per eksplan paling banyak, walaupun jumlah PLB per eksplan tidak
dipengaruhioleh perlakuan.



Tabel 4. Rerata perkembangan PLB dan tunas pada 40 hsi

Perlakuan Saat Inisiasi (hsi) Persentase Pembentukan (%) Jumlah per Eksplan

PLB Tunas PLB Tunas PLB Tunas
D. spectabile + VW 1,61 - 10,00 ¢ 0,00 0,26 0,00
D. spectabile + VW + BA 0,5 mg.L* s 1,02 0,00 a 4,44 0,00 0,04
D. spectabile + ¥2 MS 1,30 0,90 4,44 Db 4,44 0,07 0,07
D. spectabile + % MS + BA 0,5 mg.L™ - 0,26 0,00 a 1,11 0,00 0,01
D. ascipilanense + VW - - 0,00 a 0,00 0,00 0,00
D. ascipilanense + VW + BA 0,5 mg.L* - - 0,00 a 0,00 0,00 0,00
D. ascipilanense + %2 MS - - 0,00 a 0,00 0,00 0,00
D. ascipilanense + % MS + BA 0,5 mg.L* - - 0,00 a 0,00 0,00 0,00

Kty tn tn tn

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata pada uji BNT 5%;
Data yang dianalisis merupakan data hasil transformasi ./x +05 ;

** = sangat nyata; tn = tidak berpengaruh nyata
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© b)

Gambar 8. PLB D. spectabile saat 40 hsi pada media (a) VW dan (b) ¥2 MS

Tunas terbentuk pada kombinasi D. spectabile dengan media VW + BA 0,5
mg.L?, media %2 MS dan media % MS + BA 0,5 mg.L™". Tunas yang terbentuk
berwarna putih (gambar 9). Pembentukan tunas sangat rendah, tidak sampai 5 %.
Dari hasil analisis ragam, diketahui bahwa perlakuan kombinasi spesies dengan
media tidak berbeda nyata pada jumlah tunas per eksplan dan persentase eksplan

membentuk tunas.

Gambar 9. Tunas D. spectabile pada media (a) VW + 0,5 mg.L ™, (b) %2 MS
dan (c) % MS + BA 0,5 mg.L™*

4.1.4 Percobaan 2 tahap I1 : Induksi PLB dan tunas dari eksplan PLB

Tahap kedua ini merupakan kelanjutan dari tahap pertama. Pada tahap Il,
digunakan eksplan yang berasal dari tahap 1. Eksplan dikulturkan pada media
yang berkesesuaian dengan media pada tahap |. Eksplan yang sebelumnya
ditanam pada media tanpa tambahan zat pengatur tumbuh (ZPT) dikulturkan
kembali pada media tanpa ZPT dan eksplan yang sebelumnya ditanam pada media
dengan tambahan ZPT dikulturkan kembali pada media dengan ZPT. Jenis ZPT
yang digunakan sama, yaitu BA, hanya saja konsentrasinya lebih tinggi, yaitu
sebesar 2 mg.L™* BA. Eksplan dikulturkan pada kondisi terang selama 40 hari.

Pada tahap Il ini diharapkan dapat menginduksi pembentukan PLB dan
tunas. Parameter yang diamati ialah saat inisiasi PLB dan tunas, persentase
pembentukan PLB dan tunas, serta jumlah PLB dan tunas per eksplan. Dari hasil

pengamatan, eksplan tidak hanya membentuk PLB dan tunas saja, tetapi juga
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kalus, kombinasi kalus dan PLB, serta kombinasi PLB dan tunas. Perkembangan
eksplan pada tahap Il dapat dilihat pada tabel 7.

Dari hasil pengamatan masih ditemukan adanya kalus dalam jumlah yang
sangat sedikit. Kalus terdapat pada eksplan D. spectabile yang ditanam pada
media VW, % MS dan ¥2 MS + BA 2 mg.L?. Pada persentase eksplan yang
membentuk kalus pada 40 hss terdapat perbedaan yang nyata antar kombinasi
spesies dengan media, di mana kombinasi D. spectabile pada media VW
mempunyai presentase pembentukan kalus paling tinggi walaupun tidak berbeda
nyata dengan media 2 MS. Kalus yang muncul pada tahap ini berwarna hijau
kekuningan. Kalus D. spectabile pada media VW berwarna hijau kekuningan
muda atau light yellowish green (145B), pada media 2 MS berwarna hijau
kekuningan tua atau strong yellowish green (145A) dan pada media %2 MS + BA 2

mg.L* berwarna hijau kekuningan cerah atau vivid yellowish green (154A).

Gambar 10. Kalus D. spectabile saat 40 hss pada med ia (a) VW, (b) ¥2 MS dan
(c)¥2MS + BA2 mg.L™

Perlakuan kombinasi spesies dengan media tidak berbeda nyata pada
persentase eksplan membentuk PLB dan jumlah PLB per eksplan. Pembentukan
PLB dapat dikatakan lebih baik dibanding tahap pertama, selain jumlah PLB per
eksplan bertambah, PLB yang terbentuk pun memiliki warna yang lebih cerah
dibanding pada tahap sebelumnya (gambar 11). PLB terbentuk pada kombinasi
D. spectabile dengan media VW, % MS dan % MS + BA 2 mg.L™ .

Gambar 11. PLB D. spectabile saat 40 hss pada media (a) VW, (b) ¥2 MS dan (c)
Y% MS + BA 2 mg.L™



Tabel 5. Rerata perkembangan eksplan pada 40 hss

Pertakuan Saat Inisiasi (hsi) Persentase Pembentukan (%) Jumlah per Eksplan
PLB Tunas Kalus PLB Tunas Kalus&PLB PLB&Tunas PLB Tunas
D. spectabile + VW 161 - 444¢ 333 3,33 222 b 3,33 0,26 0,38
D. spectabile + VW + BA 05 mg.L* - 1,02 000a 000 3,33 000 a 111 0,03 0,07
D. spectabile + % MS 1,30 0,90 222 bc 556 111 0,00 a 444 0,40 011
D. spectabile + %2 MS + BA 0,5 mg.L'1 - 0,26 111ab 444 3,33 7,78 C 222 047 047
D. ascipilanense + VW - - 0,00 a 0,00 0,00 0,00 a 0,00 0,00 0,00
D. ascipilanense + VW +BA 05 mg.L™ - - 000a 000 000 0,00 a 0,00 0,00 0,00
D. ascipilanense + Y2 MS - - 000a 0,00 0,00 0,00 a 0,00 0,00 0,00
D. ascipilanense + Y2 MS + BA 0,5 mg.L™ - | 000a 000 000 0,00 a 0,00 0,00 0,00
B tn tn ** tn tn tn

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata pada uji BNT 5%;
Data yang dianalisis merupakan data hasil transformasi /x+05;

** = sangat nyata; tn = tidak berpengaruh nyata
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Pembentukan tunas terjadi pada kombinasi D. spectabile dengan semua
media. Tunas yang terbentuk pada tahap ini semakin banyak, jumlah tunas per
eksplan jauh lebih banyak dibanding dengan tahap pertama, yaitu mencapai tujuh
kali lipat. Tunas yang terbentuk terlihat segar dan warna tunas yang tadinya putih

berubah menjadi hijau (gambar 12).

| (b) (C) (d)

Gambar 12. Tunas D. spectabile saat 40 h' pada media (a)VW, (b)VW + BA 2
mg.L™, (c) % MS dan (d) % MS + BA 2 mg.L™

Selain membentuk kalus, PLB dan tunas, eksplan juga membentuk
kombinasi PLB dan tunas (gambar 13) serta kombinasi kalus dan PLB (gambar
14). Kombinasi PLB dan tunas terbentuk pada kombinasi D. spectabile dengan
semua media. Persentase pembentukan kombinasi ini tidak dipengaruhi oleh
perlakuan. Kombinasi kalus dan PLB terbentuk pada kombinasi D. spectabile
dengan media VW dan %2 MS + BA 2 mg.L*. Persentase pembentukannya
dipengaruhi oleh perlakuan kombinasi spesies dengan media, dimana persentase

tertinggi terdapat pada D. spectabile pada media %2 MS + BA 2 mg.L.

Gambar 13. Kombinasi PLB (tanda lingkaran) dan tunas (tanda panah) D.
spectabile pada media (a) VW, (b) VW + BA 2 mg.L?, (c) % MS
dan (d) % MS + BA 2 mg.L*

Gambar 14. Kombinasi kalus (tand lingkaran) dan PLB (tanda panah) D.
spectabile pada media (a) VW dan (b) ¥2 MS + BA 2 mg.L*
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4.2 Pembahasan

4.2.1 Percobaan 1 tahap | : Induksi mata tunas dari eksplan tunas

Pada percobaan 1, digunakan eksplan tunas untuk menginduksi mata tunas.
Kemudian mata tunas ini dipotong-potong dan dikulturkan kembali untuk
menginduksi kalus. Pada tahap awal, tidak semua mata tunas dapat tumbuh dan
berkembang. Sebagianeksplan mengalami perubahan warna dari hijau pada awal
inokulasi, menjadi berwarna kuning atau coklat dan akhirnya menjadi putih atau
coklat kehitaman. Eksplan yang demikian dapat dikatakan mengalami mati
fisiologis (Rosita et al., 2008). Eksplan yang mengalami mati fisiologis menjadi
salah satu permasalahan yang menghambat keberhasilan kultur jaringan. Eksplan
yang mati fisiologis diawali dengan perubahan warna menjadi cokelat (browning).
Browning merupakan suatu karakter munculnya warna cokelat atau hitam yang
seringkali membuat pertumbuhan dan perkembangan eksplan terhambat dan
mengakibatkan kematian pada jaringan.

Perubahan warna juga terjadi pada eksplan batang dan tunas mawar yang
ditanam pada media MS, yang berubah dari hijau menjadi coklat (Marlina, 2004).
Menurut Rosita et al. (2008), perubahan warna menjadi coklat disebabkan oleh
dua faktor, yaitu eksplan yang mengeluarkan senyawa fenol atau faktor teknis saat
penanaman, Yaitu scalpel dan pinset yang masih panas. Sedangkan menurut
Santoso dan Nursandi (2004), mati fisiologis dapat disebabkan oleh bahan
tanaman yang tidak meristematik atau jaringan dewasa, tindakan sterilisasi yang
berlebihan, media yang tidak cocok atau lingkungan yang tidak mendukung.

Peran zat pengatur tumbuh eksogen juga menentukan terjadinya perubahan
warna menjadi coklat pada eksplan. Auksin diketahui dapat menghambat sintesis
polifenol sehingga dapat mengurangi pencoklatan eksplan, sedangkan sitokinin
dapat memacu pencoklatan eksplan (Mayerni, 2005). Pada tahap pertama hanya
diberikan sitokinin tanpa adanya masukan auksin, sehingga diduga pencoklatan
terjadi karena tidak seimbangnya zat pengatur tumbuh di dalam tanaman dan
rangsangan yang disebabkan oleh sitokinin.

Selain itu, sebagian eksplan tidak tumbuh tunas karena terkontaminasi.
Teknik sterilisasi yang digunakan belum mampu menghindari kontaminasi sampai

100%. Pada percobaan 1 tahap | ini persentase eksplan yang mati karena
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kontaminasi mencapai 36,8%. Kontaminasi disebabkan oleh jamur dan bakteri
yang berasal dari eksplan. Kontaminasi yang disebabkan oleh bakteri diawali
dengan munculnya lendir bening kekuningan dari pinggiran eksplan dan
kemudian menyebar ke seluruh media. Kontaminasi oleh jamur juga muncul dari
eksplan dan akhirnya misselium jamur yang berwarna putih memenuhi media
kultur. Jamur dan bakteri ini diduga berasal dari dalam jaringan tanaman karena
tanaman induk yang digunakan sebagai eksplan ialah anggrek spesies yang
kemungkinan besar berasal dari alam liar sehingga kontaminan tidak mati
walaupun sudah dilakukan sterilisasi permukaan menggunakan Clorox dan Teepol.
Menurut Zulkarnain (2009), dari semua sumber kontaminasi, yang paling sulit
diatasi ialah yang berasal dari eksplan. Metode sterilisasi yang paling tepat hanya
dapat diperoleh dari berbagai uji coba.

Pada percobaan 1 tahap | ini, spesies yang mampu memberikan respon
yang baik hanya D. pseudoconanthum dan D. strebloceras. Dimana pertumbuhan
dan perkembangan eksplan yang paling baik ialah D. strebloceras, baik pada
tahap pertama maupun tahap kedua. Perbedaan tersebut memberikan gambaran
bahwa masing-masing spesies yang diuji memiliki variasi karakter genotipe.
Variasi genotipe tersebut akan mempengaruhi kandungan hormon endogen
sehingga respon terhadap perlakuan media akan bervariasi pula. Hal ini sesuai
dengan pendapat Gahan dan George (2008) yang menyatakan bahwa setiap
genotipe tanaman akan memberikan tanggapan pertumbuhan in vitro yang
berbeda. Perbedaan pengaruh genetik ini disebabkan karena perbedaan kontrol
genetik dari masing-masing spesies (Anonim, 2008). Selain itu spesies-spesies
yang digunakan diprediksi memiliki kecepatan tumbuh yang berbeda. Berbagal
jenis Dendrobium, baik spesies maupun hibrida, memiki kecepatan tumbuh yang
berbeda-beda pada kultur in vitro (Arditti dan Ernst, 1992). Dendrobium sp.
dengan pertumbuhan yang cepat misalnya D. superbiens ‘Superba’ dan D.
aduncum, sedangkan Dendrobium sp. yang memiliki pertumbuhan yang lambat
misalnya D. antennatum dan D. laciniosum (Arditti dan Ernst, 1992).

Pada akhir pengamatan tahap I, hanya eksplan pada media VW + BA 0,5
mg.L!, media %2 MS, dan media %4 MS + BA 0,5 mg.L™* yang menunjukkan
respon yang cukup baik. Kandungan BA (sitokinin) yang ditambahkan dalam
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media berfungsi untuk menginduksi tunas. Hasil penelitian Susanto et al. (1995)
menunjukkan bahwa media %2 MS + BA 0,5 mg.L"! dapat menginisiasi tunas
paling cepat dan menghasilkan jumlah tunas terbanyak. Pada Phalaenopsis
digunakan tambahan BA 0,5 mg.L™* pada media VW untuk menginduksi mata
tunas dari tangkai bunga (Piluek dan Bunchai, 2006). Penambahan BAP 0,5
mg.L"? pada media WMP dapat memacu terbentuknya tunas pada nodus dari
eksplan batang belimbing (Supriati et al., 2006). Akan tetapi konsentrasi BA
yang digunakan belum mampu menginduksi mata tunas pada spesies yang lain.
Seringkali spesies yang berbeda membutuhkan konsentrasi ZPT yang berbeda,
jenis ZPT yang berbeda atau bahkan media yang berbeda dan khusus (Gahan dan
George, 2008). Selain itu, beberapa ZPT umumnya ditambahkan secara
bersamaan (kombinasi beberapa jenis ZPT) karena morfogenesis dari eksplan
selalu tergantung dari interaksi antara auksin dan sitokinin yang seimbang seperti
yang dikemukakan oleh Wattimena (1988). Hasil penelitian menunjukkan bahwa
pucuk anggrek Dendrobium cv. Samarai dapat terinduksi dan mengalami
multiplikasi pada medium MS vyang diberi penambahan NAA dan BAP
(Supriyatna, 2009). Sedangkan D. microbulbon membutuhkan tambahan I1AA 7,5
mg.L* + BAP 20 mg.L™* untuk menginduksi mata tunas (Sharma et al., 2007).
Media Y2 MS tanpa tambahan BA dapat menginduksi mata tunas
dikarenakan kandungan sitokinin endogen dalam eksplan tersebut kemungkinan
sudah cukup untuk menginduksi mata tunas. Hal ini juga ditunjang dengan
adanya kandungan amonium dan nitrat yang tinggi pada media 2 MS jika
dibandingkan dengan media VW (Aktar et. al., 2008; Fauzi, 2010; Supriati et al.,
2006). Hasil penelitian Hyndman et al. (1982) menunjukkan bahwa amonium
dapat meningkatkan biosintesis sitokinin alami yang berperan dalam menstimulasi
pertunasan (Supriati et al., 2006). Sedangkan hasil penelitian Gaffney et al.
(1982) menunjukkan bahwa nitrat merupakan sumber nitrogen yang baik bagi
pertumbuhan (Widiastoety et al., 1997). Nitrogen mempengaruhi proses
pematahan dormansi tunas (Anonim, 1998). Nitrogen juga merupakan komponen
protein, asam nukleat dan substansi lainnya yang diperlukan untuk pembentukan
protoplasma dan berfungsi memperbaiki pertumbuhan vegetatif (Widiastoety dan

Kartikaningrum, 2003). Hal ini sesuai dengan penelitian Fauzi (2010) yang
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menunjukkan bahwa media MS dan%2 MS tanpa tambahan sitokinin (BAP) sudah

mampu menginduksi munculnya tunas dari mata tunas batang buku singkong.

4.2.2 Percobaan 1 tahap I1: Induksi kalus dari eksplan tunas

Pada tahap kedua juga terdapat eksplan yang mengalami perubahan warna
menjadi kecokelatan sehingga pertumbuhan dan perkembangan eksplan terhambat.
Sitokinin diketahui dapat memacu pencoklatan eksplan, sedangkan auksin dapat
menghambat sintesis polifenol sehingga dapat mengurangi pencoklatan eksplan
(Mayerni, 2005). Senyawa auksin (NAA) sebesar 0,1 mg.L™ yang ditambahkan
pada tahap ini sepertinya belum mampu mencegah perubahan warna menjadi
coklat pada eksplan.

Kultur tahap kedua awalnya bertujuan untuk menginduksi kalus.
Penelitian Meesawat dan Kanchanapoom (2002) menunjukkan bahwa induksi
kalus Dendrobium crumenatum sangat baik dengan adanya penambahan BA 1
mg.L't + NAA 0,1 mg.L"! pada media VW. Akan tetapi, hasil tahap kedua ini
menunjukkan respon eksplan yang berbeda-beda. Selain membentuk kalus,
terdapat eksplan yang membentuk PLB, tunas serta kombinasi kalus dan PLB.

Kalus terbentuk pada¥: MS + BA 1 mg.L"* + NAA 0,1 mg.L™, sedangkan
kombinasi kalus dan PLB terbentuk pada VW + BA 1 mg.L + NAA 0,1 mg.L ™.
Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya, dimana kalus dapat diinduksi
dengan penambahan BA 1 mg.L! + NAA 0,1 mg.L™ pada media VW (Meesawat
dan Kanchanapoom, 2002) dan juga pada media ¥2 MS (Zhao et al., 2008). Media
VW + BA 1 mg.L! + NAA 0,1 mg.L? juga diketahui dapat menginduksi PLB
(Meesawat dan Kanchanapoom, 2002). Kalus muncul pada 22 dan 25 hss. Hasil
ini sejalan dengan hasil penelitian Setiti et al. (1996) dimana kalus mulai nampak
pada minggu I11.

PLB terbentuk pada media VW tanpa tambahan BA dan NAA. Hal ini
mungkin dikarenakan adanya kandungan auksin dan juga sitokinin di dalam air
kelapa yang ditambahkan pada media VW (Arditti dan Ernst, 1992; Widiastoety
et al., 1997). Beberapa hasil penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa media
tanpa tambahan ZPT juga dapat menginduksi PLB (Begum et.al., 1994 ; Meesawat
dan Kanchanapoom, 2002; Zhao et al., 2008). PLB muncul pada 27 dan 29 hsi.



38

Hasil ini sedikit lebih lambat dibanding pembentukan PLB pada Cymbidium,
dimana PLB sudah terbentuk pada 21 hsi (Begum et al., 1994), akan tetapi jauh
lebih cepat dibandingkan saat inisiasi PLB tercepat pada Phalaenopsis amabilis
(L.)BI., yaitu 94,67 hari (Handoyo, 2008).

Tunas dapat diiniduksi pada semua jenis media. Pada media dengan
tambahan ZPT, konsentrasi sitokinin yang lebih tinggi dibanding dengan auksin
mendorong terbentuknya tunas (Abidin, 1993; Widiastoety et al., 1997). Peran
fisiologis dari sitokinin adalah mendorong pembelahan sel, pembentukan
morfogenesis tanaman, pembentukan tunas serta menghambat senescence dan
absisi (Wattimena, 1988; Gunawan, 1988). Sedangkan auksin berperan dalam
menaikkan tekanan osmotik, meningkatkan permiabilitas sel terhadap air,
menyebabkan pengurangan tekanan pada dinding sel, meningkatkan sintesis
protein serta meningkatkan plastisitas dan pengembangan dinding sel sehingga
membantu dalam proses penyerapan nutrisi yang berada dalam media kultur in
vitro (Abidin, 1993).

Pada media tanpa tambahan ZPT, tunas dapat tumbuh dikarenakan adanya
kandungan air kelapa pada media VW. Air kelapa mengandung berbagai unsur
hara, asam amino, enzim, asam organik, vitamin, gula dan juga hormon tumbuhan
(Arditti dan Ernst, 1992). Menurut Hendaryono (2000), dalam air kelapa
terkandung dhipenil urea yang mempunyai aktivitas menyerupai sitokinin.
Wardiyati et al., (1993) menambahkan bahwa air kelapa mengandung sitokinin,
yaitu zeatin, zeatin glikosida dan zeatin ribosid, di mana zeatin sangat berperan
dalam pertumbuhan tunas. Selain itu, penggunaan media VW dengan tambahan
sitokinin (BA) pada tahap sebelumnya mungkin memberikan pengaruh lanjutan
(Sharma et al., 2007). Hasil beberapa penelitian anggrek menunjukkan bahwa
media tanpa ZPT dapat menginduksi tunas (Begum et.al., 1994; Khosravi et al.,
2008; Meesawat dan Kanchanapoom, 2002; Zhao et al., 2008).

Tunas pada media dengan ZP T muncul lebih awal dibanding dengan tunas
pada media tanpa ZPT. Hal ini diduga karena media dengan ZPT mendapat
tambahan sitokinin (BA) yang cukup tinggi. Menurut Hoesen (1998), inisiasi
tunas terjadi lebih awal terutama pada kultur yang diberi tambahan sitokinin.
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Selain itu, semakin tinggi konsentrasi sitokinin yang diberikan akan mempercepat
terbentuknya tunas (Marlin, 2005).

Adanya perbedaan respon eksplan pada tiap media kemungkinan juga
disebabkan oleh interaksi genotip dengan kedua media (media tahap | dan Il) dan
juga interaksi antara media tahap | dan Il. Hasil penelitian Khanna dan Raina
(1998) menunjukkan bahwa persentase regenerasi dan frekuensi induksi tunas
dipengaruhi secara nyata oleh genotip, media induksi kalus, media regenerasi,
interaksi genotip dan dua media (media tahap pertama dan media tahap kedua)
dan juga interaksi antara media tahap pertama dan media tahap kedua. Menurut
Gunawan (1988), interaksi dan perimbangan antara zat pengatur tumbuh yang
diberikan dalam media dan yang diproduksi oleh sel secara endogen akan
menentukan arah perkembangan suatu kultur. Penambahan auksin atau sitokinin
dari luar (eksogen) akan mengubah kadar auksin dan sitokinin di dalam sel

(endogen).

4.2.3 Percobaan 2 tahap I: Induksi kalus dari eksplan PLB

Tujuan percobaan 2 tahap pertama ialah untuk menginduksi kalus di ruang
kultur yang gelap (tanpa cahaya). Kalus ialah sekelompok sel yang berproliferasi
dan tidak terorganisir, berkembang dan memperbanyak diri secara terus- menerus.
Kalus yang terbentuk ditandai dengan pembesaran eksplan dari ukuran semula.
Hal ini terjadi akibat proses penyerapan air dan hara kedalam sel. Menurut
Santoso dan Nursandi (2004), terjadinya kalus disebabkan karena sel-sel yang
kontak dengan media terdorong menjadi meristematik dan selanjutnya aktif
mengadakan pembelahan seperti jaringan penutup luka.

Metode induksi kalus pada ruang gelap telah banyak digunakan, seperti
pada pada eksplan asparagus (Simatupang, 1995; Simatupang, 1996), kentang
(Zulkarnain et al., 2005), ubi kayu (Priyadi dan Sudarmonowati, 2006), padi
(Lestari dan Yunita, 2008; Mariani et al., 2002), kakao (Winarsih et al., 2003),
Phalaenopsis (Ishii et al., 1998; Rianawati, 2009), Epidendrum (Hossain, 2008),
beberapa spesies Ophrys (Kitsaki et al., 2004) dan Dendrobium candidum (Zhao
et al., 2008). Menurut George dan Sherrington (1984), inisiasi pembelahan sel

pada eksplan dan pertumbuhan jaringan kalus kadang-kadang mengalami
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hambatan dengan adanya cahaya. Ditambahkan pula oleh Hendaryono dan
Wijayani (1994) bahwa pembentukan kalus maksimum sering terjadi di tempat
yang lebih gelap. Pentingnya periode gelap pada masa inisiasi kultur diperkirakan
sebagai manifestasi dari cara kerja zat pengatur tumbuh, terutama auksin, yang
aktif dalam keadaan tanpa cahaya (Salisburry dan Ross, 1992).

Selain itu, dalam keadaan tanpa cahaya, aktivitas senyawa fenol yang
dikeluarkan oleh permukaan jaringan yang luka mengalami hambatan, sehingga
mengurangi atau bahkan mengeliminir pengaruh meracuni. Dengan demikian,
inkubasi kultur dalam keadaan gelap pada tahap iniasi akan memberikan
kesempatan kepada jaringan untuk tumbuh dan berkembang secara lebih baik
(Zulkarnain et al., 2005). Pencegahan browning dengan metode penggelapan juga
dilakukan oleh Bustamam et al. (2004).

Hasil pengamatan tahap | menunjukkan bahwa perlakuan kombinasi
spesies dengan media berpengaruh nyata pada persentase pembentukan kalus.
Kalus hanya terbentuk pada D. spectabile, sedangkan pada D. ascipilanense tidak
terbentuk kalus. Menurut Damayanti et al. (2007), setiap genotipe tanaman
memiliki respon pertumbuhan yang berbeda meskipun ditumbuhkan pada media
kultur yang sama. Genotipe diketahui berpengaruh nyata pada persentase
pembentukan kalus dan bobot basah kalus dari eksplan batang muda tanaman lili
(Damayanti et al., 2005) dan dari eksplan daun nilam (Kurniawan, 2007).

Analisis ragam tidak dapat dilakukan pada saat inisiasi kalus karena kalus
tidak muncul di semua perlakuan sampai akhir pengamatan tahap I. Kalus muncul
paling cepat pada kombinasi perlakuan D. spectabile yang dikulturkan pada media
VW. Rerata saat inisiasi kalus yang rendah seharusnya mengindikasikan bahwa
eksplan dapat membentuk kalus dengan sangat cepat, akan tetapi rerata saat
inisiasi kalus yang rendah dikarenakan jumlah eksplan yang membentuk kalus
sangat sedikit. Kalus sebenarnya baru muncul sekitar tiga minggu setelah
inokulasi, yaitu pada 18 - 23 hsi. Penambahan 0,5 BA mg.L* pada New
Phalaenopsis Medium (NPM) dapat membentuk kalus Phalaenopsis amabilis (L.)
Bl. paling cepat dengan rerata lama waktu inisiasi 22,5 hari (Handoyo, 2008).
Media MS tanpa tambahan ZPT juga mampu menginduksi kalus melon pada
minggu Il (Setiti et al., 1996).



41

Persentase pembentukan PLB dipengaruhi secara nyata oleh kombinasi
spesies dengan media, di mana persentase pembentukan PLB tertinggi terdapat
pada kombinasi perlakuan D. spectabile yang dikulturkan pada media VW dengan
persentase PLB yang terbentuk sebesar 10%. PLB terbentuk paling cepat pada
kombinasi perlakuan D. spectabile yang dikulturkan pada media ¥2 MS. PLB
muncul pada 12-35 hsi. Hasil ini lebih lambat dibandingkan saat inisiasi PLB
Cymbidium dimana PLB muncul pada minggu Il setelah inokulasi di media MS +
0,5 mg.L? dan muncul pada minggu Il di media MS tanpa tambahan ZPT
(Begum et al., 1994). Akan tetapi, hasil ini jauh lebih cepat dibanding
Phalaenopsis amabilis (L.)Bl. dimana PLB terbentuk paling cepat pada media
NPM + 0,5 BA mg.L™ dengan rerata lama waktu pembentukan PLB selama 94,67
hari (Handoyo, 2008).

Kombinasi spesies dengan media tidak berpengaruh nyata pada jumlah
PLB per eksplan. Winarsih et al. (2003) menyatakan bahwa tidak adanya
pengaruh zat pengatur tumbuh, klon dan interaksi antara zat pengatur tumbuh
dengan klon yang diuji mungkin disebabkan karena rata-rata jumlah eksplan
menghasilkan embrio pada setiap klon relatif rendah.

Selain membentuk kalus dan PLB, pada tahap ini juga terdapat eksplan
yang langsung membentuk tunas tanpa didahului pembentukan kalus. Proses
pembentukan organ (tunas) tanpa melalui pertumbuhan kalus disebut
organogenesis langsung (Gahan dan George, 2008). Organogenesis tunas
langsung dari eksplan juga terjadi pada D. crumenatum (Meesawat dan
Kanchanapoom, 2002), D. candidum (Zhao et. al., 2007), Acampe praemorsa
(Nayak et al., 1997) dan nilam (Kurniawan, 2007). Proses ini dapat terjadi
terutama karena adanya kandungan sitokinin pada media yang penting untuk
menginduksi mata tunas dari eksplan (Nayak et al., 1997).

Hasil analisis ragam menunjukkan kombinasi spesies dengan media tidak
berpengaruh nyata pada persentase pembentukan tunas dan jumlah tunas per
eksplan. Dari penelitian Satria (2004) didapatkan bahwa persentase eksplan
membentuk plantlet pada kentang tidak dipengaruhi oleh media, klon serta

interaksi klon dengan media, sedangkan jumlah tunas dipengaruhi oleh media,
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klon dan interaksi klon dengan media. Jumlah tunas lili diketahui tidak
dipengaruhioleh media dan interaksi kultivar dan media (Damayanti et al., 2005).

Kalus, PLB dan tunas yang terbentuk pada tahap ini terlihat pucat dengan
warna putih kekuningan. Penelitian Wijaya et al.(2006) pada ruang gelap juga
menghasilkan protokorm berwarna putih. Hal ini terjadi karena pada ruang gelap
eksplan tidak aktif membentuk klorofil (Simatupang, 1995). Ditambahkan oleh
pula oleh Abidin (1993) bahwa sintesis klorofil sangat dipengaruhi oleh faktor

keturunan, cahaya dan ketersediaan mineral tertentu.

4.2.4 Percobaan 2 tahap 11 : Induksi PLB dan tunas dari eksplan PLB

Setelah 40 haridalam ruang gelap, eksplan disubkultur pada media induksi
PLB dan tunas dengan tambahan pencahayaan. Pada percobaan tahap kedua ini,
eksplan tidak hanya membentuk kalus, PLB atau tunas saja, tetapi juga
membentuk kombinasi kalus dan PLB serta kombinasi PLB dan tunas.
Kombinasi ini mungkin dapat terjadi karena adanya perbedaan respon sel pada
satu eksplan yang sama terhadap rangsangan media yang diberikan. Sesuai
dengan pendapat Utami et al. (2007) yang menyatakan bahwa sel yang identik
dapat memberikan respon yang berbeda terhadap rangsang yang sama. PLB dan
kombinasi kalus dan PLB juga muncul saat tahap induksi kalus Phalaenopsis
(Ishii et al., 1998).

Analisis ragam menunjukkan bahwa persentase pembentukan kalus dan
persentase pembentukan kombinasi kalus dan PLB dipengaruhi kombinasi spesies
dengan media. Kombinasi D. spectabile dengan media VW menghasilkan
persentase pembentukan kalus paling besar. Sedangkan persentase pembentukan
kombinasi kalus dan PLB tertinggi terdapat pada D. spectabile dengan media %
MS + BA 2 mg.L't. Menurut Fehr (1987), penampilan suatu karakter tanaman
selain dikendalikan secara genetik, juga dipengaruhi oleh faktor lingkungan dan
interaksi genetik dengan lingkungannya. Dengan demikian karakter satu fenotipe
tanaman yang ditanam di satu lingkungan belum tentu memberikan penampilan
yang sama bila ditanam di lingkungan lain yang berbeda.

Perlakuan tidak berpengaruh nyata pada persentase pembentukan PLB,

persentase pembentukan tunas, persentase pembentukan kombinasi kalus dan PLB,
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jumlah PLB per eksplan dan jumlah tunas per eksplan. Sampaiakhir pengamatan,
hanya D. spectabile yang menunjukkan respon, sedangkan D. ascipilanense tidak
menunjukkan respon apapun. Adanya perbedaan respon ini menunjukkan bahwa
setiap genotip mempunyai kandungan hormon endogen yang berbeda sehingga
memerlukan tambahan hormon eksogen yang berbeda pula dalam media kulturnya.
Seperti yang dinyatakan oleh Gahan dan George (2008) bahwa kandungan zat
tumbuh kemungkinan bervariasi pada genotipe yang berbeda. Spesies-spesies
yang digunakan diprediksi memiliki kecepatan tumbuh yang berbeda. Berbagai
jenis Dendrobium, baik spesies maupun hibrida, memiki kecepatan tumbuh yang
berbeda-beda pada kultur in vitro (Arditti dan Ernst, 1992).

Pada tahap ini, kalus, PLB dan tunas mengalami perubahan warna. Dua
hari setelah subkultur sudah terlihat perubahan warna menjadi lebih cerah. Di
akhir pengamatan, kalus secara umum berwarna kuning kehijauan dan ukurannya
semakin besar. Sedangkan PLB dan tunas menjadi hijau terang. Adanya cahaya
pada ruang kultur mempengaruhi sintesis klorofil pada eksplan (Abidin, 1993;
Wijaya et al., 2006).

Dari hasil pengamatan terlihat adanya embriogenesis somatik, yaitu
pembentukan embrio dari sel somatik, baik secara langsung maupun tidak
langsung. PLB (embrio somatik) yang langsung muncul pada eksplan tanpa
adanya kalus terlebih dahulu menunjukkan terjadinya embriogenesis somatik
langsung, seperti hasil penelitian Chen dan Chang (2004).  Sedangkan
pembentukan embrio somatik yang melalui pembentukan kalus disebut
embriogenesis tidak langsung (Gahan dan George, 2008; Utami et al., 2007). Sel-
sel kalus yang terbentuk pada eksplan dapat berkembang menjadi PLB. PLB,
baik yang berasal dari embriogenesis langsung maupun tidak langsung, kemudian
dapat berkembang menjadi tunas. Pada penelitian ini, kedua jalur embriogenesis
terjadi secara bersamaan, seperti pada D. crumenatum (Meesawat dan

Kanchanapoom, 2002).



5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1. Terdapat kombinasi terbaik antara eksplan PLB anggrek Dendrobium sp.
dengan media pada persentase pembentukan PLB tahap 1, persentase
pembentukan kalus tahap 11, serta persentase pembentukan kalus dan PLB
tahap .

2. Kombinasi terbaik antara eksplan PLB anggrek Dendrobium sp. dengan media
pada persentase pembentukan PLB tahap | dan persentase pembentukan kalus
tahap Il ialah D. spectabile dengan media VW, sedangkan kombinasi pada
persentase pembentukan kalus tahap | dan persentase pembentukan kombinasi
kalus dan PLB tahap Il ialah D. spectabile dengan media %2 MS + BA 2 mg.L"

1

5.2 Saran
1. Sebaiknya untuk kultur in vitro anggrek D. spectabile menggunakan media
VW karena dapat membentuk kalus dan PLB lebih banyak dan juga lebih
efisien dibanding media lain yang digunakan pada penelitian ini.
2. Untuk kultur in vitro D. lineale, D. pseudoconantum, D. veratrifolium dan
D. ascipilanense sebaiknya digunakan BA dengan kadar yang lebih tinggi

atau penggunaannya dikombinasikan dengan auksin jenis NAA.
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Lampiran 1

Komposisi media %2 MS campuran garam dasar dan media modifikasi VW

Media ¥2 MS Media VW
Senyawa mg.L™* media Senyawa mg.L™* media

Makronutrien Makronutrien

KNO3 1900 KNO3 525

NH;NO; 1650 (NH4)2NO3 500

CaCk.2H,0 440 (Cay) 3P0y 250

MgSQ4.7H,0 370 MgS0O,4.7H,0 250

KH,PO, 170 KH,PO, 250
Mikronutrien Mikronutrien

MnSQ,4.4H,0 22,3 MnS0O,4.4H,0 7

ZnS04.7H,0 8,6 Fes-Tatrat 28

H3BO3 6,2

Kl 0,83

CuS04.5H,0 0,025

NaMo0O.2H,0 0,25

CoCkL.6H,0 0,025

FeSO4.7H,0 27,8

NaEDTA.2H,0 37,3
Sukrosa 30000 Sukrosa 20000
Agar 7000 Agar 7000
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Lampiran 2

Deskripsi Anggrek Dendrobium sp.

1. Seksi Spatulata (Ceratobium)

Batang pendek hingga panjang, dapat mencapai 60-200 cm, bagian bawah
tertutup beberapa selaput tipis. Bagian pangkal menebal kemudian menyampit ke
ujung. Daun kaku, berdaging, besar, dan sempit.

Bunga berbentuk tanduk atau bintang. Sepal dan petal sempit dan bagian
tepi petal memilin. Pada beberapa spesies, petal sangat panjang dan tumbuh tegak
seperti tanduk antelope. Malai bunga tumbuh dekat ujung batang. Tangkai bunga
panjang dan mampu memunculkan 30-40 kuntum. Bibir sempit menyatu dengan
kaki column sehingga membentuk suatu taji ramping. Warna bunga bervariasi.

Seksi ini memiliki sekitar 30 spesies. Penyebarannya mulai dari New
Guinea hingga Jawa Timur. Umumnya tumbuh di daerah dataran rendah dan di

pepohonan serta bebatuan dekat pantai.

a. Dendrobium strebloceras Rchb.f.

Terdapat di Pulau Halmahera, Maluku.

Pseudobulb mencapai panjang 1,5 m dan diameter 1,5 cm. Daun berdaging.
Berbentuk bulat telur memanjang sampai lanset. Panjang daun mencapai 16 cm
dan lebar 5 cm, tapi umumnya lebih kecil. Daun tumbuh pada pseudobulb bagian
tengah ke atas.

Panjang tandan bunga mencapai 40 cm dengan 6-8 bunga. Masing- masing
bunga panjangnya mencapai 5 cm, berbau harum. Petal dan sepal berpilin,
berwarna kuning muda atau hijau yang tertutup warna cokelat sampai cokelat tua,
dan seringkali warnanya menjadi lebih gelap seiring umur bunga. Berbunga

sepanjang tahun dan bunganya dapat bertahan sampai 2 bulan.

b. Dendrobium lineale Rolfe
Dendrobium lineale terdapat secara alami di sepanjang pantai timur laut

New Guinea dari pedalaman Irian Jaya sampai Milde Bay.
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Pseudobulb dapat tumbuh sampai 2 m, dengan diameter 2-3 cm. Daun
berbentuk oblong (lonjong memanjang) atau lanset (meruncing ke ujung) dengan
panjang 8-15 cm.

Panjang tandan bunga mencapai 75 cm, melengkung. Lebar bunga 5 cm,
warna bunga bervariasi, sebagian besar berwarna putih atau kuning muda dengan
garis-garis biru. Berbunga sepanjang tahun dan bunganya dapat bertahan 2-3

bulan.

c. Dendrobium pseudoconanthum J.J.Sm.

Ditemukan di Papua dan Sulawesi pada daerah dengan ketinggian yang
rendah. Termasuk anggrek epifit yang tumbuh pada suhu panas sampai hangat.

Tanaman berukuran besar sampai sangat besar.  Batang berbentuk
gelendong yang mengecil di bagian paling ujung (pucuk). Daun berjumlah
banyak, berwarna hijau tua, tebal, licin atau berkilap, membengkok di bagian tepi.

Berbunga di akhir musim dingin dan awal musim semi. Panjang tandan
bunga sekitar 23-31 cm, melengkung. Bunga berjumlah sekitar 25 kuntum

dengan lebar 2,5-3 cm,

2. Seksi Latourea

Spesies-spesies pada seksi ini termasuk epifit pada pohon di hutan hujan di
dataran rendah sampai dataran tinggi, biasanya di daerah dengan hujan sepanjang
tahun. Tanaman berukuran kecil sampai sangat besar. Pseudobulb menebal ke
atas, memiliki beberapa ruas dan daun yang saling menutupi dekat ujung
pseudobulb.

Bunga berbentuk rangkaian dan tumbuh tegak dekat ujung pseudobulb.
Bunga agak berdaging dengan ukuran bervariasi. Warna kehijauan, berukuran
besar dengan mentum pendek, dan bibir terbelah tiga. Permukaan bunga berbulu
kasar, bibir menggantung dan berwarna hitam. Bunga tahan lama.

Tersebar dari Papua sampai ke Pulau Jawa. Memiliki 30-35 spesies.
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a. Dendrobium spectabile (Blume) Mig.

Disebut juga anggrek kribo. Merupakan spesies Irian dan Kepulauan
Solomon. Jenis ini membutuhkan iklim yang kering, sejuk dan tempat yang
sedikit terlindung. Termasuk seksi Latourea, seperti halnya D. macrophyllum.
Kedua spesies ini memang mirip dalam hal kebiasaan tumbuhnya, tetapi D.
spectabile lebih besar.

Panjang umbi semu dapat mencapai 60-100 cm. Daunnya berbentuk
lonjong dengan ujung runcing yang tersusun berhadapan.

Tangkai bunga muncul dari samping batang, jumlah bunga sebanyak 12
bunga, yang tersusun pada tandan yang panjangnya 50 cm. Lebar bunga sekitar 8-
12 cm. Sepal, petal dan bibir mengecil pada bagian ujung dan pinggirannya
keriting bergelung-gelung sampai ke pangkalnya. Warna sepal dan petal kuning
muda, kuning atau hijau pucat, pinggirannya berurat-urat warna ungu gelap suram.
Bibir hampir putih pada bagian pangkal, kekuningan di ujungnya, juga berurat-
urat ungu gelap pekat, belahan sisinya seperti mirip dengan belahan sisi bibir D.
macrophyllum tapi lebih kecil, dengan kerutan-kerutan tidak teratur di pinggir.
Hampir berbunga sepanjang tahun. Bunga terbanyak di dapat pada bulan Januari,
April sampai September. Masa mekar bunga 15-23 hari (Gunadi, 1979; Anonim?,
1980; Anonim®, 1980).



Lampiran 3

1. Denah percobaan |

Denah Percobaan

G1IM1U3

G3M4U1l

G2M1U1

G4M4U1

G2M4U3

G3M1U3

G4M2U3

G3M4uU2

G1M3U2

G2M1U3

G3M3U3

G4AM1U3

G2M3U2

G1M2U3

G2M1U2

G4M2U2

G4M4U3

G3M4U3

G4M3U2

G2M4U2

G2M2U2

G2M3U3

G2M4U1

GiM1U1

G3M2U2

G4M2U1

G4M3U3

G1M2U2

G3M2U3

G2M2U1

G3M1U2

G1M1U2

G3M3U1

G4M4U2

G1M4U3

G1M3U1

G2M2U3

G3M2U1

GiM2U1

G1M3U3

G4M1U2

G1M4U2

G1M4uU1

G4M3U1

G3M3U2

G4M1U1

G2M3U1

G3M1U1l

2. Denah percobaan Il

DiIM1U1

D2M1U3

D2M2U1

D1M4U2

D1M2U3

D2M3U1

D2M1U2

D2M4U1

D2M3U3

D1M1U3

D1M3U2

D2M2U3

D2M2uU2

D1IM1U2

D1IM2U1

D2M3U2

D2M4U1

D1M2U2

DiM4uUl

D2M4U3

D1IM3U1

D2M1U1l

D1M3U3

D1M4U3
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Lampiran 4

a. Percobaan 2 Tahap 1

Tabel Analisis Ragam (ANOVA)

Tabel 1. ANOVA Persentase Eksplan Membentuk Kalus

i _ FTabel
SK DB JK KT F Hitung = 1%
Perlakuan 7 15,79 2,256 8,977 2,657 4,026 **
Galat 16 4,02 0,251
Total 23 19,81
KK (%) = 59,6503
Tabel 2. ANOVA Persentase Eks plan Membentuk PLB
SK DB JK KT F Hitung 506 1%
Perlakuan 7 17,719 2,53 8,725 2,657 4,026 **
Galat 16 4,642 0,29
Total 23 22,361
KK (%) = 45,9543
Tabel 3. ANOVA Persentase Eks plan Membentuk Tunas
SK DB JK KT F Hitung 7 i
Perlakuan 7 5917 0,845 1,397 2,657 4,026 tn
Galat 16 9,679 0,605
Total 23 15,596
KK (%) = 84,4125
Tabel 4. ANOVA Jumlah PLB per Eksplan
i ___FTabel
SK DB JK KT F Hitung 20 1%
Perlakuan 7 0,059 0,008 1,961 2,657 4,026 tn
Galat 16 0,069 0,004
Total 23 0,128
KK (%) = 8,9824
Tabel 5. ANOVA Jumlah Tunas per Eksplan
; E Tabel
SK DB JK KT F Hitung 7 %
Perlakuan 7 0,006 0,0009 1,508 2,657 4,026 tn
Galat 16 0,009 0,0006
Total 23 0,016
KK (%) = 4,3263
b. Percobaan 2 Tahap 2
Tabel 1. ANOVA Persentase Eksplan Membentuk Kalus
i — FTabel
SK DB JK KT F Hitung =% 1%
Perlakuan 7 6,454 0,922 6,069 2,657 4,026 **
Galat 16 2,431 0,152
Total 23 8,885

KK (%) = 37,1293
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Tabel 2. ANOVA Persentase Eksplan Membentuk PLB

. F Tabel
SK DB JK KT F Hitung 5% 1%
Perlakuan 7 9,252 1,322 2,310 2,657 4,026 tn
Galat 16 9,155 0,572
Total 23 18,407
KK (%) = 63,9360
Tabel 3. ANOVA Persentase Eksplan Membentuk Tunas
. F Tabel
SK DB JK KT F Hitung 5% 1%
Perlakuan 7 5,990 0,856 1,873 2,657 4,026 tn
Galat 16 7,309 0,457
Total 23 13,299

KK (%) = 27,7277

Tabel 4. ANOVA Persentase Eksplan Membentuk Kombinasi Kalus dan PLB

: F Tabel
SK DB JK KT F Hitung 5% 1%
Perlakuan 7 11,857 1,694 10,377 2,657 4,026 **
Galat 16 2,612 0,163
Total 23 14,468

KK (%) = 37,7218

Tabel 5. ANOVA Persentase Eksplan Membentuk PLB dan Tunas

. F Tabel
SK DB JK KT F Hitung T 5% 1%
Perlakuan 7 5,213 0,745 1,135 2,657 4,026 tn
Galat 16 10,496 0,656
Total 23 15,709
KK (%) = 72,8989
Tabel 6. ANOVA Jumlah PLB per Eksplan
. F Tabel
SK DB JK KT F Hitung 5% 1%
Perlakuan 7 0,262 0,038 2,279 2,657 4,026 tn
Galat 16 0,263 0,016
Total 23 0,526
KK (%) = 16,2546
Tabel 7. ANOVA Jumlah Tunas per Eksplan
. F Tabel
SK DB JK KT F Hitung 5% %
Perlakuan 7 0,209 0,03 1,383 2,657 4,026 tn
Galat 16 0,345 0,022
Total 23 0,553

KK (%) = 18,8785



