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ABSTRACT

Dendrobium Gradita 31 has superior characteristics that are in demand by the
market in Indonesia, so seeds with sameness quality, the same characteristics as the
parent and in large quantities are needed. Tissue culture is one solution to support the
availability of seeds in large quantities and have a high level of sameness quality. The
process of regulating the type of ZPT and concentration in the culture media does not
always produce the same regeneration pathway. This research aims to determine the
regeneration pathway and to obtain the best type and concentration of cytokinin to
support its regeneration pathway. This study used a completely randomized design with
3 replications. The first factor is the type of cytokinin, BA and Tdz. The second factor is
the concentration of Benzyladenine and Thidiazuron, 1, 2 and 3 mg/l.. The data was
analyzed using analysis of variance, and mean value was tested using tukey test 5%. The
results of this study indicate that the regeneration pathway in the formation of
adventitious shoots was indirect embryogenesis. The use of Tdz 3 mg/l was able to
produce the highest percentage of somatic embryo formation and the highest number of
somatic embryos. The fastest shoot formation time, shoot formation percentage and the
highest number of shoots per clump were found BA 2 mg/I.
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PENDAHULUAN
Dendrobium merupakan salah satu anggrek yang populer dikancah florikultur
internasional sebagai bunga hias dan bunga potong, karena warna, bentuk yang
beranekaragam, serta durasi waktu bunga yang lama (Arobaya et al., 2022; Pyati, 2022;
Kuehnle, 2007). Dendrobium sebagai salah satu anggrek epifit, di Indonesia terdiri dari
275 spesies, dibudidayakan secara luas, dan permintaan pasar yang tinggi menjadikan
anggrek ini salah satu komoditas bunga ekspor yang penting karena mencapai 34% dari
total produksi anggrek Indonesia (Rachmawati et al., 2015; Juswara et al., 2016).
Dendrobium ‘Gradita 31° memiliki bunga yang didominasi dengan warna ungu,
hampir mirip dengan induk betinanya yaitu Dendrobium Sonia. Keunggulan dari varietas
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ini adalah memiliki tangkai bunga yang panjang dan jumlah kuntum bunga yang banyak.
Satu tangkai bunga bisa menghasilkan 8-10 kuntum bunga. Jumlah tangkai bunga per
pseudobulb 2-3 tangkai, sehingga total kuntum bunga mencapai 16-30 buah. Selain itu
anggrek ini dapat beradaptasi dengan baik di dataran rendah sampai tinggi dengan
ketinggian 150-1.100 m dpl (Lampiran Surat Keputusan Menteri Pertanian Republik
Indonesia, Direktur Jenderal Hortikultura, Hasanuddin Ibrahim, 2011).

Karakter-karakter unggul yang dimiliki anggrek ini menjadi alasan tingginya minat
kosumen, sehingga diperlukan bibit dengan kualitas seragam, sifat yang sama dengan
induknya dan dalam jumlah yang banyak. Untuk memenuhi kebutuhan pasar
perbanyakan secara konvensioanl tidak cukup efektif, karena Dendrobium jenis ini hanya
mampu menghasilkan anakan sebanyak 2 anakan per tahun. Sedangkan jika diperbanyak
melalui biji tingkat keseragaman karakter-karakter unggul akan rendah.

Kultur jaringan merupakan salah satu solusi dalam menunjang ketersediaan bibit
dalam jumlah besar dan memiliki tingkat keseragaman yang tinggi. Kultur jaringan
merupakan metode menumbuh-kembangkan bagian kecil dari tanaman (misalnya daun,
akar, atau mata tunas) secara in vitro dan aspetik dengan keadaan lingkungan yang
terkontrol baik secara fisik maupun kimia. Hampir semua sel pada tanaman kompeten
dalam membentuk individu baru. Sehingga bagian apapun dari tanaman, dengan regulasi
tertentu dalam pengaturan perbandingan zpt dapat dijadikan sebagai eksplan (Yusnita,
2015; Hapsoro dan Yusnita, 2018). Hal ini dikarenakan sel-sel pada tanaman memiliki
kemampuan yang disebut dengan totipotensi sel. Totipotensi sel merupakan kemampuan
suatu sel atau protoplas pada tanaman untuk menjadi sebuah individu baru yang dapat
membentuk tanaman yang lengkap (Toonen et al., 1994).

Proses pengaturan jenis zpt dan konsentrasi di dalam media kultur tidak selalu
menghasilkan pola regenerasi yang sama oleh karena itu dilakukan penelitian untuk
mengetahui pola regenerasi yang dialami serta untuk mendapatkan jenis dan konsentrasi
sitokinin yang terbaik dalam mendukung pola regenerasi yang didapatkan.

BAHAN DAN METODE
Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian lanjutan dari penelitian sebelumnya dalam
optimasi penggunaan media dan penentuan zpt yang tepat dalam regenerasi Dendrobium
‘Gradita 31’ (Hamiranti et al., 2023). Kegiatan penelitian dilaksanakan pada bulan Juli
sampai dengan Oktober 2023 di Laboratorium Kultur Jaringan Jurusan Budidaya
Tanaman Pangan, Politeknik Negeri Lampung.

Sumber Eksplan

Sumber eksplan diperoleh dari Balai Tanaman Hias berupa seedling anggrek
Dendrobium ‘Gradita 31° berumur 3 bulan. Seedling tersebut kemudian diambil bagian
potongan basal part dengan ukuran £ 2cm dengan tidak memotong bagian titik tumbuh
yang dekat dengan akar. Bagian inilah yang dijadikan sebagai eksplan yang diuji dalam
penelitian ini.

Persiapan Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penanaman adalah pinset, scalpel, pisau blade,
LAFC, lampu Bunsen, hand sprayer, botol kultur dan cawan petri. Sebelum digunakan
untuk penanaman. pinset, scalpel, kapas, dan petridis disterilisasi dengan autoklaf pada
suhu 121° C dengan tekanan 1,2 kg/cm? selama 30 menit. Botol kultur, beaker glass, gelas
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ukur dan erlenmeyer juga disterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121° C dengan
tekanan 1,2 kg/cm? selama 60 menit.

Persiapan Media

Pada penelitian sebelumnya media dasar yang disarankan untuk digunakan
kembali pada regenerasi anggrek ini adalah %2 MS (Hamiranti et al., 2023). Media dasar
%% MS adalah media Murashige dan Skoog (1962) yang dimodifikasi dari konsentrasi
unsur hara makro menjadi setengahnya. Kemudian media dasar ini diperkaya dengan
thiamine-HCL (0,1 mg/l), asam nikotinat (0,5 mg/l), piridoksin-HCL (0,5 mg/l) dan mio
inositol (100 mg/l). Bahan lain yang ditambahkan adalah sukrosa 30 g/, NAA 0,5 mg/l,
peptone 2 g/L, asam askorbat 200 mg/l dan asam sitrat 150 mg/l. Selanjutnya ZPT
(Benziladenin atau Thidiazuron) ditambahkan ke dalam larutan sesuai dengan perlakuan.
Kemudian mengatur pH menjadi 5,8. Penambahan KOH 1 N dilakukan jika pH awal
yang tertera kurang dari 5,8, sebaliknya jika pH awal lebih dari 5,8 maka diberi HCL 1
N. Setelah mengatur pH menjadi 5,8 kemudian media dimasak dengan penambahan 7 g/l
bubuk agar-agar hingga mendidih lalu media dituangkan ke dalam botol-botol kultur
sebanyak 20 ml per botol. Botol yang sudah berisi media kemudian ditutup dengan plastik
bening, diikat dengan karet dan disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C dengan
tekanan 1,2 kg/cm? selama 15 menit.

Penanaman Eksplan dan Ruang Kultur

Eksplan ditanam dalam keadaan aseptik di dalam ruang transfer dengan
menggunakan LAFC. Posisi penanaman eksplan diletakkan secara horizontal dan di atas
permukaan media kultur. Pengulturan eksplan dilakukan di dalam ruang kultur tanpa
cahaya dengan suhu 20°C + 2°C sampai muncul calon tunas, kemudian dipindahkan ke
ruang kultur dengan pencahayaan lampu. Kegiatan subkultur dilakukan setiap 4 minggu
sekali pada media kultur yang sama.

Metode Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan menggunakan rancangan acak lengkap dengan 3
ulangan yang disusun secara faktorial (2x3). Faktor pertama adalah jenis sitokinin yaitu
BA dan Tdz. Faktor kedua adalah konsentrasi Benziladenin (BA) dan Thidiazuron (Tdz)
yaitu 1, 2 dan 3 mg/l. Setiap unit percobaan terdiri dari 4 botol kultur yang masing-masing
berisi 2 eksplan. Variabel pengamatan yaitu persentase pembentukan embrio somatik,
jumlah ES per eksplan, waktu muncul tunas (minggu setelah tanam-MST), persentase
pembentukan tunas dan jumlah tunas per clump. Data yang diperoleh dari setiap variabel
pengamatan dianalisis menggunakan analisis ragam, dan jika terdapat perbedaan nyata
antar perlakuan, nilai tengah perlakuan diuji dengan uji BNJ 5%. Analisis ragam dan uji
lanjut diolah dengan aplikasi Statistical Tool for Agricultural Research (STAR).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Perubahan morfologi eksplan mulai terlihat dengan munculnya pembengkakan
dengan struktur kompak dan berwarna putih kekuningan pada minggu ke 8-10 setelah
tanam. Pembengkakan jaringan ini menjadi pertanda bahwa ada sel-sel kalus yang sedang
berkembang. Pada minggu ke 14-16, jaringan yang membengkak mulai membentuk
struktur bulat (globular) berwarna putin dan muncul di tepi atas jaringan yang
membengkak. Proses fase regenerasi yang terlihat pada penelitian ini juga ditemukan
pada penelitian Boldaji, et al. (2021), Hardjo, et al. (2021), Juntada, et al. (2015), Kasi
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dan Semiarti (2017), Minh (2019), Naing, et al. (2011), Pyati (2019) dan Rachmawati, et
al. (2019).

Fase embriogenesis somatik tidak langsung pada tanaman monokotil ditandai
dengan adanya pembengkakan jaringan yang mengalami dediferensiasi sel menjadi sel
kalus. Sel-sel kalus yang kompeten selanjutnya membentuk kalus embriogenik sebagai
respon dari zpt yang diberikan. Kumpulan sel-sel embriogenik kemudian membentuk
embriosomatik tahap globular ditandai dengan adanya struktur jaringan yang membulat
dan selanjutnya memasuki tahap koleoptil dengan bentuk jaringan yang memanjang dan
kemudian mulai berubah warna menjadi hijau membentuk tunas (Hapsoro dan Yusnita,
2018).

Hasil analisis ragam (Tabel 1) pada penelitian ini menunjukkan bahwa jenis dan
konsentrasi serta interaksi dari kedua perlakuan memberikan pengaruh yang nyata
terhadap semua variabel pengamatan, kecuali waktu bertunas. Pada variabel pengamatan
waktu bertunas pemberian BA atau Tdz memberikan pengaruh yang nyata. Kombinasi
kedua perlakuan kemudian diuji lanjut dengan menggunakan uji lanjut BNJ 5%.
Rekapitulasi hasil uji lanjut BNJ 5% pada semua variabel pengamatan dapat dilihat pada
Tabel 2.

Tabel 1. Hasil analisis ragam terhadap semua variabel pengamatan

No. Variabel Pengamatan Jenis Sitokinin  Konsentrasi Sitokinin  Interaksi

1 Pembentukan embrio * * *
somatik (%)

2 Jumlah embrio * * *
somatik

3 Waktu bertunas * tn tn
(MST)

4 Pembentukan tunas * * *
(%)

5 Jumlah tunas per * * *
clump

Tabel 2. Hasil uji lanjut BNJ 5% pada semua variabel pengamatan dengan kombinasi
perlakuan jenis dan konsentrasi sitokinin

Kombinasi  Pembentukan  Jumlah Waktu Pembentukan Jumlah tunas
perlakuan embrio embrio bertunas tunas (%) per clump
somatik (%) somatik (MST)
BA 1 mg/l 46.81 d 28.77d 19.07 a 43.83 ¢ 12.60 c
BA 2 mg/l 7443 Db 30.09d 18.62 a 54.08 a 16.27 a
BA 3 mg/l 66.00 c 28.54d 19.78 a 50.24 b 14.34 b
Tdz1 mg/l 72.50b 4421 c 34.39b 13.91d 6.15f
Tdz 2 mg/l 73.33b 53.24b 34.67b 13.69d 7.28¢
Tdz 3 mg/l 89.17 a 59.74 a 35.78b 14.04d 8.39d

Dari hasil uji lanjut BNJ 5% (Tabel 2), penggunaan Tdz 3 mg/l merupakan
kombinasi terbaik pada variabel pengamatan pembentukan embrio somatik dan jumlah
embrio. Hasil penelitian ini sejalan dengan beberapa penelitian lainnya pada anggrek
Phalaenopsis (Boldaji, et al., 2021), dan Dendrobium (Chung, et al., 2005; Chung et al.,
2007). Kemampuan Tdz dalam menginduksi pembentukan dan multiplikasi embrio
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somatik diduga karena Tdz mampu menempel pada salah satu sisi Cytokinin Binding
Protein (CBP) yang terdapat pada membran sel sehingga mampu merang lebih banyak
produski sitokinin endogen, sedangkan BA tidak memiliki sifat ini. Dengan adanya
peningkatan sitokinin di dalam sel, pembelahan sel dan morfogenesis jaringan akan lebih
cepat dan menghasilkan embrio somatik lebih cepat dan lebih banyak.

Pada variabel pengamatan waktu bertunas yeng memiliki pengaruh nyata adalah
perlakuan jenis sitokinin, sedangkan konsentrasi dan interaksinya tidak berpengaruh
nyata (Tabel 1). Dari hasil uji lanjut BNJ 5%, penggunaan BA menghasilkan tunas
tercepat dibandingkan dengan TDZ (Tabel 2). Pada variabel pembentukan tunas
kombinasi paling baik didapatkan pada perlakuan BA 2mg/I.

Penggunaan BA mampu mendorong pembelahan sel, mempercepat proses
regenerasi hingga mempercepat pembentukan tunas (Al-Saleh et al., 2019). Hal ini
sejalan dengan beberapa penelitian pada anggrek Dendrobium malones (Anjum, et al.,
2006), Vanda tessellate (Bhattacharjee dan Islam, 2017), Dendrobium ‘Chiengmai Pink’
(Chung, et al., 2005) bahwa penggunaan BA mampu mempercepat proses regenerasi dari
embrio menjadi tunas.

Dari hasil penelitian jumlah tunas tertinggi didapatkan pada perlakuan
kombinasi BA 2 mg/l sejumlah 16,27 tunas. Penggunaan BA juga banyak dilaporkan
mampu menghasilkan jumlah tunas paling tinggi jika dibandingkan dengan sitokinin jenis
lain pada anggrek Dendrobium sp. (Hossen, et al., 2021), Ansellia africana (Vasudevan
dan Staden, 2011), Spathoglottis plicata (Romeida, et al., 2013), Phalaenopsis ‘Golden
Peoker’ (Cruz, et al., 2023), Dryadella zebrina (dos Santos Anjos, et al., 2021) dan
Moringa oleifera (Gupta et al., 2021).

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pembentukan tunas
adventif dari basal part Dendrobium ‘Gradita 31’menunjukkan pola regenerasi
embriogenesis tidak langsung. Penggunaan Tdz 3 mg/l mampu menghasilkan persentase
pembentukan embrio somatik dan jumlah embrio somatik tertinggi. Penggunaan BA 2
mg/l mampu menghasilkan waktu muncul tunas tercepat, persentase pembentukan tunas
dan jumlah tunas per clump tertinggi.
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