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ABSTRAK. Studi kombinasi konsentrasi 2,4-D dan TDZ dalam pembentukan kalus dan regenerasinya pada kultur
anther Anthurium dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan Balai Penelitian Tanaman Hias sejak bulan November
2007 hingga Agustus 2008. Penelitian bertujuan mengetahui pengaruh kombinasi konsentrasi 2,4-D dan TDZ
terhadap pembentukan dan regenerasi kalus. Spadik Anthurium andraeanum kultivar Tropical yang 50% stigmanya
berada dalam kondisi reseptif optimal, kalus hasil regenerasi, dan medium MWR-3 yang mengandung BAP 0,75
mg/l, NAA 0,02 mg/l, sukrosa 30 g/l, dan gelrit 2,0 g/l digunakan dalam penelitian ini. Konsentrasi 2,4-D dan TDZ
yang diuji ialah 0, 0,5, 1,0, dan 2,0 mg/l. Rancangan acak lengkap pola faktorial dengan empat ulangan digunakan
dalam penelitian ini. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kombinasi konsentrasi 2,4-D dan TDZ berpengaruh nyata
terhadap pembentukan dan regenerasi kalus. Aplikasi 2,4-D 0,5 mg/l yang dikombinasikan dengan TDZ 2,0 mg/I
merupakan kombinasi terbaik untuk pembentukan kalus dengan potensi tumbuh anther mencapai 58%, 38% anther
beregenerasi dan rerata 2,3 anther membentuk kalus tiap perlakuan. Kombinasi 2,4-D 1,0 mg/l dengan TDZ 0,5 mg/1
merupakan kombinasi terbaik untuk regenerasi kalus dengan 5,3 tunas per eksplan.

Katakunci: Anthurium,; Kultur anther; 2,4-D; TDZ; Kalus; Regenerasi

ABSTRACT. Winarto, B., N.A. Mattjik, A. Purwito, and B. Marwoto. 2010. Application of 2.4-D and TDZ on
Callus Formation and Its Regeneration of Anthurium Anther Culture. Study of 2.4-D and TDZ concentration
combination in callus formation and its regeneration on anther culture of Anthurium was conducted at Tissue Culture
Laboratory of Indonesian Ornamental Crops Research Institute from November 2007 to August 2008. This study
was aimed to determine the effect of concentration combination of 2.4-D and TDZ on callus formation, growth, and
its regeneration. Spadix of Anthurium andraeanum cv. Tropical which 50% of its stigma was in optimum receptive,
MWR-3 medium containing BAP 0.75 mg/l, NAA 0.02 mg/l, sucrose 30 g/l, and gelrite 2.0 g/l and callus derived
from the anthers were used in the experiments. Concentrations of 2.4-D and TDZ tested in the experiment for callus
formation and its regeneration were 0, 0.5, 1.0, and 2.0 mg/1. Factorial experiment with four replications was arranged
in a completely randomized design. The results of the study indicated that combination of 2.4-D and TDZ gave
significant effect on callus induction and its regeneration. In callus formation, 2.4-D 0.5 mg/l combined with TDZ
2.0 mg/l was the most suitable treatment with potential anther growth up to 58%; and 38% of anther regenerated
with average 2.3 of anthers produced callus per treatment. 2.4-D 1.0 mg/l combined with TDZ 0.5 mg/l was the most
appropriate treatment for callus regeneration into shoots with 5.3 shoots/explant.

Keywords: Anthurium,; Anther culture; 2.4-D; TDZ; Callus; Regeneration.

Respons sel, jaringan, dan organ yang dikultur
secara in vitro bervariasi bergantung pada komponen
kondisi kultur, jenis eksplan, dan genotip tanaman.
Seringkali kombinasi dari dua atau lebih komponen
tersebut yang diaplikasikan secara simultan
maupun parsial diperlukan untuk meningkatkan
respons sel, jaringan, ataupun organ dalam kultur
in vitro. Pertumbuhan dan morfogenesis eksplan
tersebut dikendalikan oleh keseimbangan antara zat
pengatur tumbuh (ZPT) endogen maupun eksogen
(Laslo dan Vicas 2008). Selain itu beberapa ZPT
sintetik juga dapat memodifikasi dan memengaruhi
ZPT endogen yang kadang bersifat menurun pada
generasi berikutnya.

Kultur anther merupakan salah satu teknik
kultur jaringan yang keberhasilannya dipengaruhi
oleh jenis dan konsentrasi auksin maupun
sitokinin. Thengane ef al. (1994) menggunakan
medium MS yang ditambah dengan 2,4-D 1,0
mg/l dan BAP 0,5 mg/l untuk menginduksi
pembentukan embrio pada kultur anther bunga
matahari. Medium N6 yang mengandung
NAA 1,0 mg/l dan BA 0,2 mg/l sesuai untuk
pembentukan kalus pada kultur anther bunga
matahari (Coumans dan Zong 1995), sedangkan
Saji dan Sujatha (1998) memanfaatkan NAA 0,1
mg/l dan BA 0,5 mg/l pada medium MS pada
kultur yang sama untuk pembentukan kalus.
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Pembentukan dan regenerasi kalus pada kultur
anther lili dapat dilakukan pada medium N6 yang
mengandung 2,4-D 2 mg/l (Arzeta-Fernandez et
al. 1997). Pada kultur anther Cyclamen, Ishizaka
(1998) menggunakan medium B5 yang ditambah
dengan 0,1-1,0 mg/l NAA atau 1,0 mg/l 2,4-D
untuk induksi kalus embriogenik.

Keberhasilan penerapan teknologi kultur anther
pada berbagai jenis tanaman sangat ditentukan oleh
penggunaan ZPT, termasuk pada tanaman kentang
(Uhrig 1985), Linum usitatissimum (Nichterlein
et al. 1991), asparagus (Falavigna et al. 1999),
apel (Hofer 2004), poplar (Stochr dan Zsuffa
1990), dan jeruk (Germana et al. 2000). Pada
kultur anther kentang, penggunaan IAA 0,1 mg/l
dan BA 1,0-2,5 mg/l sesuai untuk pembentukan
kalus dan regenerasi kalus dapat dilakukan pada
medium yang bebas dari ZPT (Uhrig 1985). Pada
L. usitatissimum, 2,4-D 2,0 mg/l dan BAP 1,0
mg/l dengan zeatin 1,0 mg/l (Nichterlein et al.
1991), pada asparagus, NAA 2,0 mg/l dan BA
1,0 mg/l dengan NAA 1,0 mg/l dan BAP 0,5 mg/1
(Falavigna et al. 1999), pada apel, IBA 0,2 mg/l,
NAA 4,0 mg/l, kinetin 0,2-0,5 mg/l, dan GA, 1,0
mg/l dengan IBA 0,1 mg/l, TDZ 0,1 mg/l, dan
GA, 1,0 mg/l (Hofer 2004), pada poplar, BA 5
uM, dengan BA 1.5 uM (Stoehr dan Zsuffa 1990),
pada jeruk, NAA 0,02 mg/l, kinetin 1,0 mg/l, BA
0,5 mg/l, dan zeatin 0,5 mg/l (Germana et al. 2000)
pada media dasar dapat menginduksi pembentukan
dan regenerasi kalus dalam kultur anther.

Pada kultur anther Anthurium, kombinasi
TDZ 1,5 mg/l, BAP 0,75 mg/l, dan NAA 0,02
mg/l merupakan kombinasi ZPT yang paling
potensial untuk menginduksi kalus (Winarto et
al.2009a). Namun pada penelitian lain ditemukan
bahwa pemberian 2,4-D 0,5 mg/l, TDZ 0,5, dan
1,5 mg/l juga berpengaruh signifikan terhadap
pembentukan dan regenerasi kalus anther
Anthurium (Winarto et al. 2009b).

Tujuan penelitian ialah mengetahui kombinasi
konsentrasi 2,4-D dan TDZ pada medium terseleksi
terhadap pembentukan, pertumbuhan, dan
regenerasi kalus. Diduga terdapat satu kombinasi
konsentrasi 2,4-D dan TDZ yang optimal untuk
pembentukan dan regenerasi kalus.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur
Jaringan Balai Penelitian Tanaman Hias mulai
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bulan November 2007 hingga Agustus 2008.
Spadik Anthurium andraeanum kultivar Tropical
yang 50% stigmanya telah reseptif digunakan
dalam penelitian ini. Anther yang digunakan untuk
kegiatan penelitian diisolasi dari daerah transisi
spadik. Spadik disterilkan menggunakan teknik
standar yang telah berhasil dikembangkan pada
penelitian sebelumnya (Winarto et al. 2009c).
Teknik isolasi anther optimal juga diterapkan
dalam penelitian ini (Winarto ef al. 2009a).

Medium dasar yang digunakan ialah MWR-3
yang mengandung BAP 0,75 mg/l, NAA 0,02
mg/l, sukrosa 30 g/1, dan gelrit 2,0 g/l. pH medium
diatur 5,8 dan disterilkan pada suhu 121°C selama
20 menit pada tekanan atmosfir 15 kPsi.

Botol kultur plus anther selanjutnya diinkubasi
dalam ruang gelap dengan suhu 24+1°C selama dua
bulan. Kemudian botol kultur diinkubasi pada kondisi
terang selama 12 jam fotoperiod pada suhu yang
sama di bawah lampu fluoresens dengan intensitas
cahaya +13 umol.m2.s" untuk pertumbuhan dan
perkembangan kalus lebih lanjut.

Penyiapan kalus untuk percobaan pertumbuhan
dan regenerasi kalus dilakukan dengan menanam
anther pada medium dasar. Kalus dari hasil
regenerasi digunakan sebagai sumber eksplan,
dipotong +3 mm panjang, lebar, dan tingginya.
Potongan ini selanjutnya dikulturkan pada
medium yang digunakan dalam penelitian ini.

Pengaruh 2,4-D dan TDZ terhadap
Pembentukan Kalus

Konsentrasi 2,4-D yang diuji ialah 0, 0,5, 1,0,
dan 2,0 mg/l, sedangkan konsentrasi TDZ ialah
0, 0,5, 1,0, dan 2,0 mg/1.

Rancangan acak lengkap pola faktorial dengan
empat ulangan digunakan dalam percobaan ini.
Tiap ulangan terdapat tiga botol. Tiap botol terdiri
atas enam anther yang dikultur.

Parameter yang diamati ialah (1) potensi
tumbuh anther (%) (diamati satu bulan setelah
kultur inisiasi dengan menghitung jumlah anther
yang tetap segar dibagi dengan total anther
yang dikultur dikalikan 100%), (2) persentase
regenerasi anther (diamati dua bulan setelah
kultur inisiasi dengan menghitung jumlah anther
yang membentuk kalus dibagi dengan total anther
yang dikultur dikalikan dengan 100%), dan (3)
jumlah anther yang membentuk kalus (diamati
tiga bulan setelah kultur inisiasi).



Pengaruh 2,4-D dan TDZ terhadap
Pertumbuhan dan Regenerasi Kalus

Konsentrasi 2,4-D yang digunakan ialah 0,
0,5, 1,0, dan 2,0 mg/1, sedangkan konsentrasi TDZ
yang digunakan ialah 0, 0,5, 1,0, dan 2,0 mg/I.

Rancangan acak lengkap pola faktorial dengan
empat ulangan digunakan dalam percobaan ini.
Tiap ulangan terdapat tiga botol. Tiap botol terdiri
dari empat eksplan dengan ukuran +3x3x3 mm
(panjang, lebar, dan tinggi kalus).

Parameter yang diamati ialah (1) persentase
tumbuh kalus (PTK), (2) volume kalus (VK,
mm3), (3) skor bakal tunas (SBT) — s/d ++++,
(—tidak ada bakal tunas yang teramati, + terdapat
1-5 bakal tunas, ++ terdapat 6-10 bakal tunas, +++
terdapat 11-20 bakal tunas, dan ++++ terdapat
lebih dari 20 bakal tunas per eksplan yang
diamati), dan (4) jumlah tunas (JT). Pengamatan
dilakukan 2,5-3 bulan setelah kultur awal untuk
skoring bakal tunas, sedangkan jumlah tunas
dihitung dan diamati 4-4,5 bulan setelah kultur
inisiasi.

Data yang berhasil dikumpulkan pada
percobaan pertama dan kedua dianalisis
menggunakan analisis varian (ANOVA)
menggunakan program SAS Release Window
6.12. Jika nilai F hitung lebih besar dari nilai F
tabel maka dilakukan uji lanjut perbedaan rerata
perlakuan menggunakan uji wilayah berganda
Duncan pada taraf kepercayaan 95%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh 2,4-D dan TDZ terhadap
Pembentukan Kalus

Meskipun jumlah anther yang membentuk
kalus tidak setinggi yang diharapkan (berkisar
antara 1-4 anther), tetapi perlakuan kombinasi
konsentrasi 2,4-D dan TDZ terbukti memberikan
pengaruh yang nyata hingga sangat nyata terhadap
keberhasilan kultur anther Anthurium. Kedua
perlakuan juga memberikan pengaruh interaksi
yang sangat nyata terhadap semua peubah yang
diamati.

Konsentrasi 2,4-D 0,5 mg/l paling sesuai
untuk menginduksi pembentukan kalus.
Perlakuan tersebut mampu menstimulasi potensi
tumbuh anther hingga 46%, 25% di antaranya
beregenerasi, dan rerata 1,5 anther membentuk
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kalus per perlakuan. Konsentrasi 2,4-D lain
justru menurunkan pembentukan kalus (data
tidak ditunjukkan). Peningkatan konsentrasi
TDZ cenderung meningkatkan pembentukan
kalus, konsentrasi TDZ-4 2,0 mg/l merupakan
konsentrasi terbaik, 15% mampu beregenerasi
dengan rerata 0,9 anther membentuk kalus per
perlakuan (data tidak ditunjukkan).

Dari percobaan ini terlihat bahwa 2,4-D 0,5
mg/l yang dikombinasikan dengan TDZ 2,0
mg/l merupakan kombinasi konsentrasi ZPT
yang paling sesuai untuk pembentukan kalus.
Kombinasi tersebut menginduksi kalus hingga
58%, 38% di antaranya beregenerasi, dan rerata
2,3 anther membentuk kalus per perlakuan
(Tabel 1, Data PTA dan PRA tidak ditunjukkan),
sedangkan kombinasi 2,4-D 0,5 mg/l dengan
TDZ 1,0 mg/l merupakan perlakuan terbaik
kedua dengan potensi tumbuh anther mencapai
50%, 29% beregenerasi, dan rerata 1,8 anther
membentuk kalus per perlakuan.

Pengaruh 2,4-D dan TDZ terhadap
Pertumbuhan dan Regenerasi Kalus

Pemberian 2,4-D dan TDZ berpengaruh
nyata terhadap pertumbuhan dan regenerasi
kalus. Interaksi antarlevel perlakuan juga
berpengaruh nyata terhadap semua parameter
yang diamati. Perlakuan 2,4-D cenderung
menurunkan persentase pertumbuhan kalus,
tetapi meningkatkan pertumbuhan dan regenerasi
kalus. Pertumbuhan kalus tertinggi mencapai 175
mm? per kalus dan tunas terbanyak 2,5 tunas per
eksplan terdapat pada perlakuan 2,4-D-3 1,0
mg/l, diikuti oleh 2,4-D-4 2,0 mg/l dengan 152
mm? per kalus dan 1,4 tunas per eksplan (data
tidak ditunjukkan). Kondisi yang hampir sama
juga ditemukan pada perlakuan tanpa TDZ, yang
memberikan persentase tumbuh kalus hingga
81% dengan 133 mm?® per kalus dan 1,6 tunas
per eksplan. Hasil tersebut meningkat pada TDZ
0,5 mg/l dengan pertumbuhan kalus tertinggi
(158 mm?®) dan jumlah tunas terbanyak (1,9 tunas
per eksplan). Perlakuan tersebut juga berbeda
nyata dengan perlakuan yang lain (data tidak
ditunjukkan). Dari hasil tersebut diketahui bahwa
TDZ 0,5 mg/l merupakan konsentrasi tertinggi
yang berpengaruh positif terhadap pertumbuhan
dan regenerasi kalus. Peningkatan TDZ justru
menurunkan pertumbuhan dan regenerasi kalus.
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Tabel 1. Pengaruh konsentrasi 2,4-D dan TDZ terhadap jumlah kalus (Effect of concentration
of 2.4-D and TDZ on number of callus produced)
Konsentrasi TDZ Jumlah kalus per perlakuan (Number of callus per treatment)
(TDZ concentration), Konsentrasi 2,4-D (2.4-D concentration), mg/1
mg/1 0 0,5 1,0 2,0
0 0,0b 0,4b 1,5a 0,0b
0,5 0,0b 1,5a 0,5b 0,3a
1,0 0,4b 1,8a 0,2b 0,0b
2,0 1,3a 23a 0,0b 0,0b
KK (CV), % 16,93 14,57 20,29 11,39

Konsentrasi2,4-D 1,0 mg/l yang dikombinasikan
dengan berbagai konsentrasi TDZ memberikan
hasil induksi bakal tunas yang lebih baik dibanding
kombinasi perlakuan yang lain. Bakal tunas
yang diinduksi berkisar antara 1-10 (Tabel 2).
Kombinasi yang juga berpengaruh positif terhadap
pembentukan bakal tunas ialah 2,4-D 2,0 mg/I
dengan variasi konsentrasi TDZ. Bakal tunas
umumnya terbentuk pada 3,5 bulan setelah kultur
inisiasi. Bakal tunas tersebut terus tumbuh hingga
membentuk tunas sempurna dengan 1-2 daun 4,5
bulan setelah kultur inisiasi (Gambar 1).

Nilai tertinggi pertumbuhan kalus ditemukan
pada kombinasi perlakuan yang berbeda.

Konsentrasi 2,4-D 1,0 mg/l dan TDZ 0,5 mg/1
merupakan kombinasi perlakuan terbaik dengan
persentase tumbuh kalus mencapai 94% (Data
tidak ditunjukkan) dan pertumbuhan kalus
tertinggi hingga 280 mm® per kalus (Tabel 3).
Namun berdasarkan jumlah tunas, 2,4-D 1,0
mg/l dengan TDZ 0,5 mg/l merupakan kombinasi
terbaik dengan rerata jumlah tunas mencapai 5,3
tunas per eksplan (Tabel 4, Gambar 1), diikuti
2,4-D 0 mg/l dan TDZ 0 mg/l dengan 3,0 tunas
per eksplan. Pada studi ini jumlah tunas yang
terbentuk berkisar antara 1-9 tunas per eksplan.

Dari hasil penelitian terungkap bahwa
pemberian ZPT memberi pengaruh signifikan

Gambar 1. Bakal tunas dan tunas yang teregenerasi pada perlakuan 2,4-D dan TDZ. (A)
Bakal tunas yang teregenerasi +3 bulan setelah kultur inisiasi. (B) Tunas yang
terbentuk £4 bulan setelah kultur inisiasi. Panah putih = bakal tunas, panah merah
= tunas. (Initial shoots and shoots regenerated due to 2.4-D and TDZ treatments. (A)
Regenerated initial shoots £3 months after culture initiation. (B) Regenerated shoots +4
months after culture initiation. White arrows = initial shoots, red arrows = shoots)
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terhadap pembentukan, pertumbuhan dan kultur anther. Sel yang aktif membelah kemudian
regenerasi kalus. Pada induksi pembentukan membentuk dua tipe kalus, yaitu organogenik dan
kalus, konsentrasi ZPT yang lebih tinggi nonorganogenik.

diperlukan untuk proses morfogenesis awal. Sel-
sel dinding anther merupakan sel-sel yang mudah
didiferensiasi menjadi kompeten dan responsif
untuk diinduksi dan diregenerasi membentuk

kalus (Winarto ez al. 2009b). Setelah kultur o Konsentrasi ZPT yang tinggi umumnya

ipisiasi, sel-sc?l dinding anthgr .berada padg fase  diaplikasikan untuk mencapai tujuan tersebut.
tidak responsif terhadap nutrisi dan ZPT hingga Thengane et al. (1994) menggunakan 2,4-D 1,0
+15 hari inkubasi. Pada tahap selanjutnya sel-sel

ini mengalami diferensiasi dan responsif terhadap
nutrisi dan ZPT seperti yang dinyatakan oleh Taji
etal.(2001). Umumnya inti sel bergerak ke tengah
sel dan membelah, yang kemudian diikuti dengan
perubahan bentuk dan ukuran sel yang menjadi
lebih kecil dan kompak. Pada tahap ini pemberian  giaplikasikan pada kultur anther L. usitatissimum,
ZPT pada konsentrasi tinggi diperlukan untuk  geqanoan pada kultur anther Anthurium, aplikasi
menginduksi diferensiasi dan meningkatkan 2,4-D 0,5 mg/l yang dikombinasikan dengan TDZ
kompetensi sel seperti yang juga dilaporkan 2,0 mg/l, BAP 0,75 mg/l, dan NAA 0,02 mg/l
oleh Nordstrom dan Eliasson (1991) pada pea  perypakan kombinasi konsentrasi ZPT yang

dan Narciso et al. (1996) pada Vigna radiata.  ptima) untuk stimulasi pembentukan kalus.
Setelah sel berubah menjadi kompeten, sel aktif

membelah, pada saat ini peran ZPT menurun. Dari Konsentrasi 2,4-D 0,5 mg/l pada awal
tahap ini teregenerasi dua jenis kelompok sel, kultur diduga menjadi pendorong (#rigger) bagi
yaitu sel meristematik dan nonmeristematik pada ~ diferensiasi, dan peningkatan kompetensi sel-sel

Pada pembentukan kalus, penambahan
2,4-D memiliki peran yang sangat signifikan
terhadap proses pembentukan kalus, terkait
dengan diferensiasi, dan peningkatan kompetensi

mg/l yang dikombinasikan dengan BA 0,5 mg/l
pada kultur anther bunga matahari. Konsentrasi
ZPT 2,0 mg/l yang sama digunakan dalam
pembentukan kalus pada kultur anther lili (Arzeta-
Fernandez et al. 1997). Konsentrasi tersebut
yang dikombinasikan dengan BAP 1,0 mg/l

Tabel 2. Pengaruh kombinasi konsentrasi 2,4-D dan TDZ terhadap skor bakal tunas (Effect
of 2.4-D and TDZ concentration combination on initial shoots score)

Konsentrasi TDZ Skor bakal tunas (Initial shoot score)
(TDZ concentration), Konsentrasi 2,4-D (2.4-D concentration), mg/l
mg/l 0 0,5 1,0 2,0
0 + - ++ +
0,5 - + ++ +/4++
1,0 -+ + A+ +A++
2,0 + - + 4

— tidak ada bakal tunas yang teramati (no initial shoots observed), + terdapat 1-5 bakal tunas (one fo five initial shoots ob-
served), ++ terdapat 6-10 bakal tunas (six o ten initial shoots observed), +++ terdapat 11-20 bakal tunas (eleven to twenty
initial shoots observed), dan ++++ terdapat lebih dari 20 bakal tunas per eksplan yang diamati (more than twenty initial shoots
per explant observed)

Tabel 3. Pengaruh interaksi kombinasi konsentrasi 2,4-D dan TDZ terhadap pertumbuhan
volume kalus (Interaction effect of 2.4-D and TDZ concentration combination on callus

volume growth)
Konsentrasi TDZ Volume kalus (Callus volume), mm?

(TDZ concentration) Konsentrasi 2,4-D (2.4-D concentration), mg/1
mg/l 0 0,5 1,0 2,0
0 124 a 29b 241 a 148 ab
0,5 89a 100 a 164 a 280 a
1,0 167 a 26 b 155a 109b
2,0 137 a 24b 142 a 70b

KK (CV), % 21,81 19,64 24,34 21,69
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Tabel 4. Interaksi kombinasi konsentrasi 2,4-D dan TDZ (Interaction of 2.4-D and TDZ com-
bination concentration)
Konsentrasi TDZ Jumlah kalus per perlakuan (Number of callus per treatment)
(TDZ concentration), Konsentrasi 2,4-D (2.4-D concentration), mg/1

mg/l 0 0,5 1,0 2,0
0 30a 0,0 2,4 ab 09a
0,5 0,0b 0,0 53a 23a
1,0 1,0 ab 0,0 1,8 ab 1,0a
2,0 0,0b 0,0 0,8b 1,6a

KK (CV), % 21,81 - 24,34 21,69

dinding anther. Konsentrasi TDZ yang tinggi
(2,0 mg/l) selain mendukung pembelahan sel
yang cepat diduga juga berperan penting dalam
translokasi, distribusi 2,4-D dan NAA dalam sel-
sel dinding anther dan akumulasinya pada sel-sel
yang memiliki totipotensi tinggi pada Pelargonium
(Murch dan Saxena 2001). Kombinasi ZPT
tersebut juga berpengaruh terhadap keberhasilan
kultur anther Anthurium, Pelargonium (Murch
dan Saxena 2001), pisang (Srangsam dan
Kanchanapoom 2003), dan kedelai hitam (Wang
et al. 2003). Pada tahap berikutnya 2,4-D dan
NAA menginduksi terjadinya diferensiasi dan
meningkatkan kompetensi sel, kemudian berubah
menjadi sel-sel meristematik yang aktif membelah
hingga membentuk kalus.

Pada pertumbuhan dan regenerasi kalus
hingga membentuk bakal tunas dan tunas, TDZ
pada konsentrasi yang tinggi tidak diperlukan
lagi. Pada tahap induksi kalus penurunan
konsentrasi TDZ dari 2,0 mg/l menjadi 0,5
mg/l yang dikombinasikan dengan peningkatan
konsentrasi 2,4-D dari 0,5 mg/l menjadi 1,0 mg/1
mampu meregenerasi tunas. Kemudian medium
MWR-3 tanpa 2,4-D dan TDZ ditemukan optimal
untuk meregenerasi tunas. Hasil ini membuktikan
bahwa untuk pertumbuhan dan regenerasi
kalus diperlukan kombinasi konsentrasi ZPT
yang berbeda. Meski hasil penelitian ini belum
maksimal, tetapi penurunan konsentrasi 1-2 ZPT
diperlukan untuk menginduksi dan meregenerasi
kalus. Kecenderungan tersebut juga banyak
ditemukan pada beberapa kultur anther seperti
yang dilaporkan oleh Ishizaka (1998) pada
Cyclamen, Saji dan Sujatha (1998) pada bunga
matahari, Stoehr dan Zsuffa (1990) pada poplar,
Hofer (2004) pada apel, Germana et al. (2000) pada
jeruk, Nichterlein et al. (1991) dan Nichterlein
dan Friedt (1993) pada L. usitatissimum, Uhrig

(1985) pada kentang, dan Falavigna et al. (1993)
pada asparagus.

Konsentrasi pikloram 2 mg/1 dan zeatin 2
mg/1 sesuai untuk induksi kalus lili, tetapi untuk
regenerasi kalus penurunan konsentrasi pikloram
hingga 0,1 atau 0,5 mg/l dan BA 0,01 mg/1 sangat
direkomendasikan. Konsentrasi NAA 2,0 mg/l dan
BA 1,0 mg/l digunakan untuk pembentukan kalus
pada kultur anther bunga matahari, sedangkan
untuk regenerasi kalus cukup hanya menggunakan
BA 0,5 mg/I (Saji dan Sujatha 1998). Medium MS
yang mengandung BA 5 uM sesuai untuk induksi
kalus dan WPM yang ditambah dengan BA 1,5
uM sesuai untuk medium regenerasi pada kultur
anther poplar (Stoehr dan Zsuffa 1990). Medium
Tsay (1996) yang ditambah NAA 2,0 mg/l dan
BA 1,0 mg/1 digunakan untuk induksi, sedangkan
NAA 1,0 mg/l dan BA 0,5 mg/I untuk regenerasi
kalus pada kultur anther asparagus (Falavigna et
al. 1999). Uhrig (1985) menggunakan medium
Uhr85 ditambah IAA 0,1 mg/l dan BA 2,5 mg/1
untuk induksi, sedangkan medium tanpa ZPT
untuk regenerasi kalus asparagus. Beberapa hasil
penelitian ini menguatkan hasil penelitian kultur
anther Anthurium, bahwa untuk pembentukan dan
regenerasi kalus diperlukan medium spesifik yang
mengandung 2,4-D dan TDZ. Pengaruh pemberian
ZPT yang sama juga ditemukan Shen ez a/. (2008)
pada regenerasi tunas Dieffenbachia.

Pembentukan bakal tunas dan tunas pada kultur
in vitro dipengaruhi oleh berbagai faktor (Shen et
al. 2008), di antaranya ialah jenis dan intensitas
cahaya yang diterima oleh eksplan (Moreira-
Dias et al. 2000, Seabrook 2005, Sunandakumari
et al. 2005). Cahaya merah merupakan jenis
cahaya yang berpengaruh terhadap regenerasi
dan pembentukan tunas (Moreira da Silva dan
Debergh 1997). Pada inkubasi dibawah kondisi
terang, kalus hasil regenerasi berubah warna



menjadi hijau, kehijauan, kemerahan, atau warna
lain yang menjadi indikasi potensi kemampuan
organogénesis sel (Widyanto et al. 2001, Pickens
et al. 2005). Kalus hasil kultur anther Anthurium
berubah dari warna putih-kuning menjadi hijau
atau kemerahan (Rachmawati 2005, Gambar
2). Penurunan konsentrasi ZPT pada tahap
pembentukan tunas diduga juga berkaitan dengan
masih adanya pengaruh ZPT yang diserap
oleh sel-sel eksplan pada tahap inisiasi seperti
ditemukan pada tanaman herbaseus (Stochr dan
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Zsuffa 1990, Uhrig 1985, Meyer et al. 1993,
Falavigna et al. 1999). Sementara Anthurium
merupakan tanaman dengan respons tumbuh yang
lambat, baik in vivo maupun in vitro (Rachmawati
2005), sehingga bersama dengan inkubasi pada
kondisi cahaya terang penambahan ZPT untuk
proses organogenesis (pembentukan tunas) tetap
diperlukan pada kalus hasil kultur anther, di mana
2,4-D 1,0 mg/l, TDZ 0,5 mg/l, BAP 0,75 mg/1, dan
NAA 0,02 mg/l menjadi kombinasi konsentrasi
ZPT yang sesuai untuk regenerasi tunas.

Gambar 2.

Variasi warna kalus organogenik hasil kultur anther Anthurium kultivar Tropical.

Panah merah = warna asli kalus hasil tahap induksi (Variation of organogenic
callus color derived from anther culture of Anthurium c.v. Tropical. Red arrow =
original callus color resulted from induction stage)
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KESIMPULAN

Kombinasi konsentrasi TDZ 2,4-D dan
berpengaruh terhadap pembentukan dan
regenerasi kalus.

Konsentrasi TDZ 2,4-D 0,5 mg/l dan 2,0
mg/l sesuai untuk pembentukan kalus
dengan potensi tumbuh anther mencapai
58%, 38% beregenerasi, dan rerata 2,3 anther
membentuk kalus per perlakuan.

Konsentrasi TDZ 2,4-D 1,0 mg/l dan 0,5
mg/l merupakan kombinasi terbaik untuk
meregenerasi kalus menjadi tunas dan
menghasilkan 5,3 tunas per eksplan.
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