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ABSTRAK. Regenerasi kalus merupakan bagian yang paling sulit dalam kultur anther anthurium (Anthurium 
andraeanum), karena respons pembentukan tunas yang lambat. Studi pertumbuhan dan regenerasi eksplan hasil kultur 
anther anthurium pada media regenerasi yang berbeda dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan Balai Penelitian 
Tanaman Hias dari bulan Januari sampai Desember 2008. Penelitian bertujuan mengetahui respons pertumbuhan 
dan regenerasi variasi eksplan hasil kultur anther anthurium pada media regenerasi yang berbeda. Penelitian ini 
menggunakan kalus tumbuh lambat, kalus haploid, daun, dan petiol  muda tanaman haploid sebagai eksplan. Medium 
Winarto (MW) dan Winarto-Rachmawati (MWR) merupakan media dasar yang digunakan dalam penelitian ini. 
Penelitian terdiri atas tiga percobaan untuk mempelajari pertumbuhan dan regenerasi, yaitu (1) kalus tumbuh lambat, 
(2) kalus haploid pada media regenerasi yang berbeda (MR-1 s/d MR-6), dan (3) daun dan petiol muda dari tanaman 
haploid  menggunakan medium regenerasi terseleksi. Percobaan pertama dan kedua disusun menggunakan rancangan 
acak lengkap (RAL), sementara percobaan ketiga disusun menggunakan RAL pola faktorial masing-masing dengan 
empat ulangan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pertumbuhan dan kemampuan regenerasi eksplan hasil kultur 
anther anthurium berhasil ditingkatkan melalui perbaikan media kultur. Pertumbuhan kalus terbaik dari eksplan kalus 
tumbuh lambat ditemukan pada MR-4, sedang kalus haploid pada MR-1. Jumlah bakal tunas per eksplan mencapai  
sekitar 20 bakal tunas, tetapi pembentukan tunas tertinggi yaitu 4,8 tunas per eksplan ditemukan pada MR-6. Daun 
muda tanaman haploid no. 400 merupakan jenis eksplan dan tanaman haploid dengan respons pembentukan tunas 
tertinggi yang mencapai 6,0 tunas per eksplan dibandingkan eksplan dan tanaman haploid yang lain. Media terseleksi 
hasil penelitian dapat diaplikasikan untuk menyelesaikan masalah regenerasi eksplan pada kultur in vitro anthurium 
yang lain. 

Katakunci:	 Pertumbuhan; Regenerasi; Kalus tumbuh lambat; Kalus haploid; Tanaman haploid; Kultur anther 
anthurium.

ABSTRACT. Winarto, B. 2010.  Increase of Growth and Explants Regeneration Derived from Anther Culture 
of Anthurium via the Improvement of Culture Medium. Callus regeneration was an important problem in anther 
culture of anthurium due to slow response in shoot regeneration. A study of growth and regeneration of explants 
derived from anther culture of anthurium in different regeneration media were conducted at Tissue Culture Laboratory 
of Indonesian Ornamental Crops Research Institute from January to December 2008. The objective of the research 
was to determine the growth and regeneration of explants on different regeneration media. Slow growth, haploid 
callus, young leaf, and petiole of different haploid plants were used in the study, while media of MW and MWR 
were two basic media applied in the experiment. There were three experiments in the research i.e. to study the 
growth and regeneration of (1) slow growth, (2) haploid callus on different regeneration media, and (3) young leaf 
and petiole of different haploid plants on selected regeneration medium. The experiment I and II were arranged with 
a completely randomized design (CRD) and the experiment III used factorial CRD with four replications. Results 
of the studies indicated that growth and regeneration capacity of explants derived from anther culture of anthurium 
were successfully increased via culture medium improvement. The best growth response of slow growth callus was 
determined on MR-4, while haploid callus was on MR-1. Initial shoots produced per explant were up to ± 20 initial 
shoots, but the highest shoot number up to 4.8 shoots produced per explant was established on MR-6. Young leaves 
of haploid plant no. 400 were the appropriate explant and the donor plant in obtaining the highest callus formation, 
growth and regeneration with 6.0 shoots per explant. The selected media established in the study can be applied to 
overcome explant regeneration problems in in vitro culture of other anthuriums.

Keywords: Growth; Regeneration; Slow growth callus; Haploid callus; Haploid plant; Anther culture of anthurium. 

Perbanyakan tanaman secara in vitro dapat 
dilakukan melalui regenerasi langsung (direct 
regeneration) maupun tak langsung (indirect 
regeneration) melalui pembentukan tunas adventif 
dan embrio (George et al. 2007). Regenerasi secara 
tak langsung umumnya didahului pembentukan 
kalus, kemudian kalus diregenerasikan melalui 

perlakuan tertentu menghasilkan tunas adventif, 
embrio, dan akar adventif. Regenerasi kalus 
menjadi tunas adventif, embrio, maupun akar 
adventif pada beberapa tanaman mudah dilakukan 
dengan tingkat keberhasilan yang tinggi. Aswath 
dan Choudhary (2002) berhasil meregenerasi 
kalus Gerbera jamesonii Bolus menjadi tunas 
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hingga 83% pada medium MS yang ditambah 
2 mg/l α-naphthalene acetic acid (NAA) dan 1 
mg/l 6-benzylaminopurine (BAP), sedang Kumar 
dan Kanwar (2007) berhasil meregenerasi kalus 
hingga mencapai 80% pada medium MS yang 
mengandung 1 mg/l N6-benzyladenine (BA). Pada 
Asparagus officinalis cv. Argenteuil, regenerasi 
kalus menjadi tunas mencapai 89% terjadi pada 
medium MS yang mengandung 5 mg/l 2-iP dan 
1 mg/l IAA (Pontaroli dan Camadro 2005). 
Regenerasi tunas dari kalus bawang putih hingga 
74% terjadi pada medium MS yang mengandung 
1 mg/l NAA dan 1 mg/l BAP (Salam et al. 
2008), sedang pada lili regenerasi mencapai 80% 
ditemukan pada medium MS dengan 22 µM BA 
(Mori et al. 2005). Pada Plumbago zeylanica 
regenerasi tunas mencapai 83% pada medium 
MS yang mengandung 3,5 mg/l BAP dan 0,3 
mg/l NAA (Mallikadevi et al. 2008), sedang  
pada anyelir regenerasi tunas dapat mencapai 
85% ditemukan pada medium MS tanpa hormon 
(Karami 2008). Pada Vigna unguiculata regenerasi 
kalus mencapai 87,5% (Odutayo et al. 2005), 
Oncidium Gower Ramsey mencapai 94% pada 
medium MS ditambah 0,1 mg/l NAA dan 3 mg/l 
thidiazuron (TDZ) (Chen dan Chang 2000). 

Regenerasi kalus menjadi tunas atau planlet 
merupakan tahapan yang sangat sulit dilaksanakan. 
Pada Terminalia chebula Retz, regenerasi kalus 
menjadi planlet secara maksimal hanya mencapai 
46% pada medium MS ditambah 0,5 mg/l BA 
(Anjaneyulu et al. 2004). Pada Salvia canariensis 
persentase pembentukan tunas hingga 48% 
ditemukan pada medium MS yang mengandung 
4,44 µM BAP dan 2,96 µM NAA (Mediros-Molina 
2004). Pada Trapa sp. tidak hanya konversi kalus 
menjadi tunas yang menjadi masalah, tetapi 
induksi kalus juga sulit dilakukan pada kultivar 
yang digunakan (Hoque et al. 2007). Pada stroberi, 
regenerasi kalus umumnya menghasilkan planlet 
yang kurang vigor dengan tangkai daun yang lebih 
pendek dan ukuran daun yang lebih kecil. Sekitar 
10% regeneran yang dihasilkan berkembang 
menjadi ancaman yang abnormal (dwarf type 
variants) (Nehra et al. 1992). 

Pada kultur in vitro Anthurium, tunas adventif 
dapat diregenerasikan secara tidak langsung 
melalui pembentukan kalus (Vargas et al. 
2004, Rachmawati et al. 2007, Winarto dan 
Rachmawati 2007, Viégas et al. 2007, Bejov et 

al. 2008). Sementara induksi tunas aksiler dalam 
perbanyakan Anthurium tidak memberikan hasil 
maksimal (Winarto 2007). Kalus tumbuh lambat 
dan kalus haploid hasil kultur anther Anthurium 
juga merupakan tipe kalus yang sulit diregenerasi 
membentuk tunas (Rachmawati et al. 2007, 
Winarto dan Rachmawati 2007, Winarto 2009). 
Kalus tersebut juga memiliki pertumbuhan yang 
lambat dan mudah mengalami pencoklatan. 

Perbaikan media merupakan salah satu solusi 
terbaik dalam mengatasi masalah regenerasi kalus 
yang lambat, khususnya dari hasil kultur anther 
Anthurium. Hasil perbaikan media yang sesuai 
untuk kedua kalus tersebut diharapkan bermanfaat 
juga untuk inisiasi dan regenerasi eksplan tanaman 
haploid. Medium Winarto (MW) dan medium 
Winarto-Rachmawati (MWR) merupakan dua 
komposisi media dasar yang sangat potensial untuk 
menginduksi kalus pada kultur anther Anthurium 
(Rachmawati et al. 2007, Winarto dan Rachmawati 
2007, Winarto 2009). MWR yang mengandung 1,5 
mg/l TDZ, 0,75 mg/l BAP, 0,02 mg/l NAA, dan 
20 g/l sukrose merupakan medium optimal untuk 
meregenerasi kalus tumbuh cepat dalam membentuk 
tunas (Rachmawati et al. 2007). Aplikasi dan 
optimasi media dasar dan media terseleksi tersebut 
diharapkan mampu meningkatkan pertumbuhan 
dan kemampuan  regenerasi kalus tumbuh lambat 
dan haploid serta eksplan tanaman haploid hasil 
kultur anther. Keberhasilan regenerasi kalus tumbuh 
lambat, haploid, dan eksplan dari tanaman haploid, 
hingga membentuk tunas memiliki arti yang sangat 
penting pada penyiapan planlet berkualitas tinggi 
terkait dengan pengembangan teknik kultur anther 
Anthurium. 

Penelitian bertujuan mengetahui pengaruh 
berbagai media regenerasi, jenis kalus, jenis 
eksplan, dan tanaman haploid hasil kultur anther 
Anthurium terhadap pertumbuhan kalus dan 
pembentukan tunas. Hipotesis yang diajukan ialah 
bahwa minimal terdapat satu medium regenerasi 
yang optimal untuk meregenerasi kalus tumbuh 
lambat dan haploid, eksplan, dan tanaman haploid 
hasil kultur anther Anthurium. 

BAHAN DAN METODE

Penyiapan Bahan Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur 

Jaringan Balai Penelitian Tanaman Hias dari bulan 
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Januari sampai Desember 2008. Bahan penelitian 
yang digunakan ialah kalus tumbuh lambat, kalus 
haploid, daun, dan petiol muda tanaman haploid no. 
1, 16, 50, 166, 231, 306, 323, 330, dan 400. Medium 
dasar yang digunakan dalam penelitian ialah medium 
MWR dan MW (Winarto 2009).

Kalus tumbuh lambat diperoleh dengan 
menanam setengah anther pada medium 
regenerasi. Anther diisolasi dari daerah transisi 
spadik yang 50% stigmanya berada dalam masa 
reseptif optimal. Medium MWR (komponen 
makro, mikro, vitamin, dan sumber karbon) 
mengandung 1,5 mg/l thidiazuron (TDZ), 0,75 
mg/l 6 BAP, dan 0,02 mg/l NAA digunakan dalam 
penelitian ini. Medium dipadatkan dengan 1,8 
g/l gelrite (Winarto 2009). Media dipersiapkan 
dalam botol chicken brand (diameter 5 cm, 
tinggi 7 cm) yang diisi 10 ml MWR. Media 
disterilisasikan pada suhu 121ºC, 15 kPa, selama 
20 menit (pressure steam sterilizer vertical 
cylindrical LS. 001). Kultur setengah anther 
selanjutnya diinkubasi dalam kondisi gelap pada 
suhu 24±1ºC, selama ± 2 bulan. Kalus yang 
beregenerasi dipindahkan pada inkubasi terang 
dengan 12 jam fotoperiode di bawah lampu 
fluoresen (TL intensitas cahaya ± 1000 lux, diukur 
dengan digital lux meter, lutron LX 101) 24±1ºC, 
dan kelembaban 65 ± 2,5%  hingga ukuran kalus 
bertambah besar (diameter ± 3-5 mm). Kalus 
secara utuh disubkultur hingga ukuran mencapai 
± 1,5 cm. Pada ukuran tersebut kalus memiliki 
warna beragam, antara lain hijau, hijau pucat, 
kuning, dan kuning kemerahan/merah (Gambar 
1). Kalus tersebut diperbanyak secara terpisah 
dan disubkultur pada botol yang berbeda pada 
medium dan diinkubasi pada kondisi  terang yang 
sama. Kalus berwarna merah/kuning kemerahan 
merupakan kalus tipe tumbuh lambat. Kalus hasil 
perbanyakan selanjutnya dipotong-potong dengan 
ukuran yang hampir seragam (panjang x lebar 
x tinggi = 0,9 x 0,8 x 0,8 cm). Potongan kalus 
selanjutnya dikulturkan pada media regenerasi 
yang berbeda pada percobaan pertama. 

Kalus haploid diperoleh dengan mengkultur 
daun dan batang tunas haploid hasil kultur in vitro 
pada MWR dan diinkubasikan pada kondisi gelap 
selama ±2 bulan. Kalus yang tumbuh pada daun 
dan batang muda selanjutnya diperbanyak dengan 
cara disubkultur pada MWR dan diinkubasi pada 
kondisi terang 3-4 kali. Kalus hasil perbanyakan 
inilah yang selanjutnya digunakan dalam percobaan 

kedua pada media regenerasi yang berbeda. Kalus 
dipotong-potong dengan ukuran yang sama dengan 
kalus tumbuh lambat. 

Eksplan daun dan tangkai daun muda dipanen 
dari tanaman haploid no. 1, 16, 50, 166, 231, 306, 
323, 330, dan 400. Eksplan disterilisasi dengan air 
mengalir selama 1 jam, kemudian digojlok dengan 
larutan detergen 1% selama 30 menit, 1% benomil dan 
streptomisin sulfat selama 30-45 menit, selanjutnya 
dibilas dengan air destilasi hingga 5-6x kali. Eksplan 
selanjutnya dibawa ke laminar untuk sterilisasi 
lanjutan. Eksplan direndam dalam 1% larutan natrium 
hipoklorida (NaOCl) selama 10 menit, 2% NaOCl 
selama 5 menit, dan alkohol 80% selama 3 menit. 
Setelah itu eksplan dibilas dengan air destilasi steril 
5-6 kali masing-masing 5 menit. Eksplan kemudian 
dikeringkan pada erlenmeyer besar dengan posisi 
terbalik untuk mengeringkan eksplan dari pengaruh 
sisa air steril dengan tissu kering steril. Eksplan 
selanjutnya dipotong dan dikultur pada medium 
terseleksi pada percobaan ketiga.

Pertumbuhan dan Regenerasi Kalus Tumbuh 
Lambat dan Haploid 

Pada percobaan pertama, kalus tumbuh lambat 
dikulturkan pada media regenerasi yang berbeda,  
yaitu (1) MR-1, MWR yang mengandung 1,5 
mg/l TDZ, 0,75 mg/l BAP, 0,02 mg/l NAA, dan 
20 g/l sukrose (kontrol), (2) MR-2, MWR yang 
mengandung 1,5 mg/l TDZ, 0,75 mg/l BAP, dan 
0,02 mg/l NAA, dan 60 g/l sukrose, (3) MR-3, 
MWR  yang ditambah dengan 413 mg/l NH4NO3,  
1,5 mg/l TDZ, 0,75 mg/l BAP dan 0,02 mg/l 
NAA, dan 60 g/l sukrose, (4) MR-4, MW yang 
mengandung 0,5 mg/l 2,4-dichlorophenoxyacetic 
acid (2,4-D), 1,0 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BAP, 0,02 
mg/l NAA, dan 20 g/l sukrose, (5) MR-5, MW yang 
mengandung 0,5 mg/l 2,4-D, 1,0 mg/l TDZ, 5,0 mg/l 
BAP, 0,02 mg/l NAA, dan 60 g/l sukrose, dan (6) 
MR-6, MW yang mengandung 0,5 mg/l 2,4-D, 1,0 
mg/l TDZ, 10,0 mg/l BAP, 0,02 mg/l NAA, dan 20 
g/l sukrose, sedangkan pada percobaan kedua, media 
regenerasi yang sama digunakan untuk menstimulasi 
pertumbuhan dan regenerasi kalus haploid.

Percobaan I dan II disusun menggunakan 
rancangan acak lengkap dengan empat ulangan. 
Tiap perlakuan terdiri atas tiga botol pada kalus 
tumbuh lambat dan dua botol pada kalus haploid. 
Tiap botol terdiri atas 3-4 kalus yang diamati 
seluruhnya. Perbedaan unit tersebut disebabkan 
oleh perbedaan jumlah eksplan yang tersedia.
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Induksi dan Regenerasi Eksplan pada 
Tanaman Haploid

Pada percobaan III, dua eksplan yang berbeda, 
yaitu (1) daun dan (2) petiol muda dan tanaman 
haploid yang berbeda, yaitu no. 1, 16, 166, 231, 
306, 323, 330, dan 400 diuji kemampuannya 
dalam membentuk kalus dan beregenerasi pada 
medium terseleksi hasil percobaan I dan II. 
Percobaan III disusun menggunakan rancangan 
acak kelompok pola faktorial dengan empat 
ulangan. Tiap ulangan terdiri atas tiga botol. Tiap 
botol terdapat tiga eksplan yang dikulturkan.

Parameter 
Parameter yang diamati dalam percobaan 

ini ialah: 
(1) 	Volume kalus, diukur 2 bulan setelah kultur 

inisiasi (mm2), 
(2) 	Skoring jumlah bakal tunas, dihitung 2 bulan 

setelah kultur inisiasi (SJBT) – s/d ++++, di 
mana:
– 	 =	 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, 
(3) 	Jumlah tunas, 
(4) 	Jumlah akar, dihitung ± 4 bulan setelah 

kultur inisiasi. Pengamatan secara periodik 
dilakukan 1 minggu setelah kultur inisiasi 
bertujuan mengetahui setiap perubahan 
eksplan selama masa inkubasi.

Analisis Data
Data  yang  d ikumpulkan  d iana l i s i s 

menggunakan analisis varian program SAS 
Release window 6.12 (Westfall et al. 1999). Jika 
terdapat perbedaan nilai rerata perlakuan, maka 
diuji lanjut menggunakan uji jarak berganda 
Duncan pada taraf kepercayaan 95%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pertumbuhan dan Regenerasi Kalus Tumbuh 
Lambat dan Haploid 

Kalus tumbuh lambat hasil kultur anther 
Anthurium ternyata memberi respons yang berbeda 

terhadap berbagai media regenerasi. Media 
regenerasi memberikan pengaruh yang signifikan 
terhadap pertumbuhan, pembentukan bakal tunas, 
dan tunas. Bakal tunas mulai terbentuk 1,0-1,5 bulan 
setelah kultur inisiasi (BSKI). Bakal tunas terus 
tumbuh dan beberapa di antaranya membentuk tunas 
sempurna. Tunas-tunas tersebut mulai terlihat jelas 
2,5-3,0 bulan setelah kultur inisiasi dengan 1-2 daun. 
Meskipun jumlah bakal tunas yang teregenerasi 
cukup banyak, tetapi jumlah tunas yang tumbuh 
normal dan menghasilkan daun sempurna hanya 
berkisar antara 1-8 tunas. 

Pertumbuhan kalus menunjukkan hasil 
bervariasi. Tingkat pertumbuhan tertinggi 
dengan volume 421 mm3 dicapai pada media 
tumbuh MR-4. Pertumbuhan kalus tersebut 
berkorelasi positif dengan jumlah bakal tunas 
yang dihasilkan (20 bakal tunas per eksplan), 
tetapi tidak berkorelasi terhadap pembentukan 
tunasnya (Tabel 1). Berdasarkan jumlah tunas 
yang dihasilkan per eksplan, medium MR-6 
merupakan medium yang terbaik untuk regenerasi 
tunas. Pembentukan tunas pada medium tersebut 
berkisar antara 3-8 tunas dengan nilai rerata 4,8 
tunas per eksplan.

 Media regenerasi juga memberikan pengaruh 
yang sangat nyata terhadap pertumbuhan dan 
regenerasi kalus haploid. Pertumbuhan kalus 
ditunjukkan oleh adanya pertambahan panjang, 
lebar, dan tinggi kalus. Pertumbuhan kalus 
selanjutnya diikuti dengan regenerasi bakal 
tunas, yang mulai terlihat jelas 1,5 BSKI. 
Bakal tunas pada beberapa media terus tumbuh 
hingga membentuk tunas dengan 1-3 daun 
yang membuka sempurna. Jumlah tunas yang 
teregenerasi berkisar antara 1-10 tunas per 
eksplan. Jumlah tertinggi (10 tunas per eksplan) 
ditemukan pada kalus yang ditanam pada media 
MR-4 dan MR-6. 

Pertumbuhan kalus yang baik pada media 
regenerasi uji tidak selalu diikuti oleh regenerasi 
bakal tunas dan pembentukan tunas (Tabel 2). 
Pada medium MR-1 pertumbuhan kalus yang 
mencapai 529 mm3, dengan jumlah bakal tunas 
yang lebih banyak (+++/++++), tetapi jumlah 
tunas yang terbentuk hanya 2,1 tunas per eksplan. 
Jumlah tunas tertinggi (4,4 tunas per eksplan) 
ditemukan pada kalus yang dikultur pada MR-4. 
Hasil terbaik kedua ditunjukkan oleh medium 
MR-6 dengan 3,3 tunas per eksplan.
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Tabel 1. 	 Respons pertumbuhan dan regenerasi kalus tumbuh lambat pada media regenerasi 
yang berbeda  (Response of growth and regeneration of slow growth callus on different 
regeneration media) 

Medium regenerasi 
(Regeneration medium)

Volume kalus
(Callus volume), m3

Skor jumlah bakal tunas 
(Score of initial shoot 

number)

Jumlah tunas per eks-
plan (Shoot number per 

explant)
MR-1 119,9 c*) +++/++++ 0,3 c
MR-2 234,5 c	 ++/+++ 0,8 c
MR-3 267,1 bc +++ 2,6 b
MR-4 421,3 a	 +++/++++ 1,8 bc
MR-5 356,3 ab ++/++++ 1,5 bc
MR-6 400,2 a	 +++/++++ 4,8 a

Koefisien variasi (CV), %                19,74               18,37
* -Angka rerata yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata berdasarkan 
uji wilayah berganda Duncan pada taraf kepercayaan 95% (Mean followed by the same letter in the same column were not 
significantly different based on Duncan Multiple Range Test (DMRT) at p=0.05)

Tabel 2. 	 Pengaruh media regenerasi terhadap pertumbuhan dan regenerasi kalus haploid 
(Effect of regeneration media on growth and regeneration of haploid callus)

Medium regenerasi 
(Regeneration medium)

Volume kalus
(Callus volume) m3

Skor jumlah bakal tunas
(Score of initial shoot number)

Jumlah tunas per eksplan 
(Shoot number per explant)

MR-1 529,0 a *) +++/++++ 2,1 b
MR-2 115,3 c +/++ 0,8 c
MR-3 460,3 ab +/++ 0,4 c
MR-4 443,4 ab +++ 4,4 a
MR-5 455,0 ab +/++ 1,4 bc
MR-6 337,5 b +++ 3,3 a

Koefisien variasi (CV), %   19,59 14,07

Dari dua percobaan tersebut terlihat bahwa 
medium MR-6 (MW yang mengandung 0,5 
mg/l 2,4-D, 1,0 mg/l TDZ, 10,0 mg/l BAP, 0,02 
mg/l NAA, dan 20 g/l sukrose) dan MR-4 (MW 
yang mengandung 0,5 mg/l 2,4-D, 1,0 mg/l 
TDZ, 0,5 mg/l BAP, 0,02 mg/l NAA, dan 20 
g/l sukrose) merupakan medium yang optimal 
untuk meregenerasi tunas dari kalus. Hasil ini 
menunjukkan bahwa regenerasi kalus tumbuh 
lambat dan haploid hingga membentuk tunas 
memerlukan medium yang berbeda dengan 
medium optimal untuk regenerasi kalus tumbuh 
cepat  (Rachmawati et al. 2007). MWR dengan 
1,5 mg/l TDZ, 0,75 mg/l BAP, 0,02 mg/l 
NAA, dan 30 g/l sukrose yang optimal untuk 
menstimulasi kecepatan pertumbuhan kalus, 
pembentukan  bakal tunas, dan tunas hingga 18 
tunas per eksplan pada kalus tumbuh cepat, tidak 
mampu menginduksi kalus tumbuh lambat dan 
kalus haploid dalam membentuk tunas (Tabel 
1 dan 2).

Pada studi kultur in vitro Anthurium yang 
lain, dilaporkan bahwa regenerasi kalus hingga 
membentuk tunas secara maksimal ditemukan 

pada medium MS ditambah dengan 0,54 µM 
NAA (Joseph et al. 2003), medium M4 yang 
mengandung 0,1 mg/l 2,4-D, 0,5 mg/l kinetin, 
dan 0,5 mg/l TDZ (Winarto 2007), medium 
MS yang mengandung 0,5 mg/l BAP (Viégas et 
al. 2007), MS ditambah dengan 0,1 mg/l NAA 
dan 0,25 mg/l BAP (Gantait et al. 2008), ½ MS 
dengan NH4NO3 yang diturunkan hingga 250 
mg/l, 0,1 mg/l 2,4-D, dan 1,0 mg/l BA (Atak dan 
Çelik 2009), ¼ MS ditambah dengan 1,0 mg/l 
BAP (Jahan et al. 2009). Pada penelitian Yu et al. 
(2009) regenerasi kalus membentuk embrio pada 
Anthurium mudah dilakukan pada medium ½ MS 
tanpa hormon setelah kalus disubkultur secara 
berulang pada medium ½ MS yang mengandung 
0,9 µM 2,4-D dan 4,44 µM BAP. 

Perbaikan media untuk meningkatkan 
kecepatan pertumbuhan dan kemampuan 
morfogenesis eksplan tanaman dalam kultur 
in vitro dapat dilakukan dengan mengubah, 
mengurangi, menambah, dan menurunkan 
beberapa komponen penting yang ada dalam 
media (Niedz dan Evens 2007). Pada penelitian 
ini perbaikan medium MW dilakukan dengan 
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menambahkan 0,5 mg/l 2,4-D, meningkatkan 
konsentrasi TDZ dari 0,5 menjadi 1,0 mg/l, 
menurunkan konsentrasi BAP dari 0,75 menjadi 
0,5 mg/l, dan mereduksi sukrose dari 30 g/l 
menjadi 20 g/l (MR-4) atau meningkatkan 
konsentrasi BAP MR-4 hingga mencapai 10,0 
mg/l (MR-6). Perbaikan komposisi media tersebut 
berpengaruh nyata terhadap pertumbuhan dan 
regenerasi kalus tumbuh lambat dan haploid. 
Perbaikan medium dengan cara mengubah 
konsentrasi beberapa komponen penting  medium 
untuk meningkatkan kapasitas regenerasi eksplan 
juga dilaporkan pada kultur anther lili (Han et al. 
1997), kultur in vitro G. jamesonii (Aswath dan 
Choudhary 2002), Glycine max (Radhakrishnan 
dan Ranjithakumari 2007), dan Viola wittrockiana 
(Wang dan Bao 2007).

Perbaikan media berhasil meningkatkan 
pertumbuhan dan regenerasi eksplan dalam 
membentuk tunas, di antaranya merubah 2 mg/1 

pikloram dan 2 mg/l  zeatin pada medium MS 
dengan 0,1 atau 0,5 mg/l pikloram dan 0,01 
mg/1  BA merupakan medium regenerasi yang 
sesuai untuk kultur anther lili (Han et al. 1997). 
Pada G. jamesonii, peningkatan konsentrasi BAP 
dari 0,4 menjadi 1,0 mg/l, penurunan konsentrasi 
NAA dari 4,0 menjadi 2,0 mg/l, dan 3% (w/v) 
sukrose pada medium MS mampu meningkatkan 
kemampuan organogenesis kalus hingga 83,3% 
(Aswath dan Choudhary 2002). Penghilangan 13,5 
mg/l 2,4-D pada medium B5 yang mengandung 
13,3 μM BAP menjadi medium yang optimal 
untuk regenerasi tunas kedelai (Radhakrishnan 
dan Ranjithakumari 2007). Peningkatan kekuatan 
medium dari setengah kekuatan menjadi kekuatan 
penuh, penggantian peran 2,4-D dan BAP dengan 
2,9  μmol/l GA3, 23,6  μmol/  l AgNO3, 0,02% 
arang aktif, dan 4,5 μmol/l TDZ pada medium 
MS sesuai untuk regenerasi tunas V. wittrockiana 
(Wang dan Bao 2007).

A

B

C

D

Gambar 1. 	 Respons pertumbuhan dan regenerasi daun dan petiol pada MR-6. A-B, Kalus dari 
daun sampel tanaman haploid no. 400 dan hasil regenerasinya, C-D, kalus dari 
petiol sampel tanaman haploid no. 16 dan hasil regenerasinya (Response of growth 
and regeneration of young leaf and petiole on MR-6 medium. A-B, callus from leaf of 
haploid plant no. 400 and its regeneration result, C-D, callus from petiole of haploid 
plant no. 16 and its regeneration result)
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Induksi dan Regenerasi Kalus pada Tanaman 
Haploid 

Jenis eksplan dan tanaman haploid yang 
berbeda juga memberikan respons pertumbuhan 
yang berbeda. Kedua perlakuan menunjukkan 
pengaruh yang nyata hingga sangat nyata terhadap 
jumlah tunas dan jumlah akar per eksplan. 
Pengaruh interaksi kedua perlakuan tersebut juga 
nyata pada kedua parameter dan respons jenis 
tanaman memberikan pengaruh yang lebih besar 
dibandingkan jenis eksplan. Kedua perlakuan 
ini mampu menstimulasi pertumbuhan kalus 
tinggi pada eksplan daun (+++ s.d. ++++) dan 
lebih rendah pada petiol (++ s.d. ++++), tetapi 
skor pertumbuhan tunasnya berkisar antara 0-10 
(- s.d. ++) tunas. 

Pada percobaan ini inisiasi kalus mulai 
terlihat 25-30 hari setelah kultur inisiasi. Kalus 

terus tumbuh dan berkembang dalam bentuk 
maupun ukuran. Lebih kurang 2 BSKI kalus mulai 
membentuk bakal tunas. Pembentukan bakal 
tunas makin terlihat jelas pada 2,5 BSKI. Bakal 
tunas terus tumbuh dan beberapa tunas dengan 
1-2 daun terlihat jelas pada 3,5 BSKI. Jumlah 
tunas yang dihasilkan berkisar antara 1-10 tunas 
per eksplan. Pembentukan, pertumbuhan, dan 
regenerasi kalus terbaik terlihat pada eksplan 
daun tanaman haploid no. 400 dan petiol tanaman 
haploid no. 16 (Gambar 1). 

Petiol muda merupakan jenis eksplan yang 
lebih responsif dalam pembentukan tunas dan 
akar, meskipun secara statistik tidak menunjukkan 
perbedaan yang nyata. Eksplan ini mampu 
membentuk jumlah tunas hingga 1,3 tunas per 
eksplan dengan 0,5 akar per eksplan (Gambar 
2). Tanaman haploid no. 400 merupakan tanaman 
yang memiliki kemampuan regenerasi tunas dan 
akar yang tertinggi hingga 4,1 tunas per eksplan 
dan 1,3 akar per eksplan (Tabel 3), diikuti 
pembentukan pada tunas sampel no. 16. Secara 
statistik regenerasi tunas dan akar pada tanaman 
tersebut berbeda nyata dengan yang lain. Namun 
secara keseluruhan tanaman haploid membentuk 
tunas dan akar sangat lambat.

Daun muda yang diambil dari tanaman 
haploid no. 400 (S-400) merupakan jenis 
eksplan dan tanaman haploid dengan respons 
pembentukan tunas tertinggi mencapai 6,0 tunas 
per eksplan (Tabel 4). Hasil ini secara statistik 
berbeda nyata dengan petiolnya, sedangkan 
petiol yang diambil dari tanaman haploid no. 
16 (S-16) merupakan jenis eksplan yang sesuai 

Gambar 2. 	 Respons pembentukan tunas dan 
akar pada eksplan yang berbeda 
(Response of shoot and root forma-
tion in different types of explant)

0

0,5

1

1,5

Jumlah tunas
(Shoot number)

Jumlah akar
(Root number)

Daun

Petiol

Tabel 3. 	 Respons pembentukan tunas dan akar pada sampel tanaman haploid yang berbeda 
(Response of shoot and root formation in different haploid plant samples)

Sampel tanaman haploid
(Sample of haploid plant)

Parameter yang diamati (Parameter observed)
Jumlah tunas per eksplan

(Number of shoot per explant)
Jumlah akar per eksplan

(Number of root per explant)
S-1 0,4 c*) 0,0 c
S-16 2,2 b                          0,0 c
S-166 0,7 c 0,4 bc
S-231 0,2 c 0,8 ab
S-306 0,7 c 0,0 c
S-323 0,5 c 0,8 ab
S-330 0,5 c 0,0 c
S-400 4,1 a 1,3 a
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1994),  Trapa sp. (Hoque et al. 2007), kentang 
(Chani et al. 2000, Omidi dan Shahpiri 2002), 
kultur in vitro Salvia canariensis (Mederos-
Molina 2004), G. jamesonii (Nhut et al. 2008), 
dan Phalaenopsis (Gow et al. 2008).

Pada kultur anther Anthurium, respons 
pertumbuhan dan regenerasi kalus yang lambat 
dan rendah juga dibuktikan oleh Rachmawati 
(2005). Anther yang diisolasi dari daerah transisi  
tiga kultivar Anthurium (Tropical, Carnaval, 
dan Amigo) diuji respons pembentukan dan 
pertumbuhan kalus pada medium MW dan 
hasilnya menunjukkan bahwa pembentukan dan 
pertumbuhan kalus  terbaik hingga terendah 
berturut-turut Tropical, Carnaval, dan Amigo. 
Kemampuan induksi dan regenerasi kalus 
pada eksplan berturut-turut untuk daun muda, 
hipokotil, dan akar (Winarto 2007). Atak dan 
Çelik (2009) menemukan bahwa kultivar Arizona 
lebih responsif dibandingkan kultivar Sumi. 
Potongan daun muda lebih mudah diregenerasi 
dibanding spadik (Jahan et al. 2009). Kapasitas 
regenerasi kalus hijau > kalus hijau muda/pucat 
> kuning > kuning kemerahan/merah (Winarto 
et al. 2010).

Hasil penelitian ini membuktikan bahwa 
pertumbuhan dan regenerasi kalus hasil kultur anther 
Anthurium sangat dipengaruhi oleh genotip tanaman 
(Joseph et al. 2003, Rachwamati 2005, Winarto 
2007, Atak dan Çelik 2009),  jenis eksplan/kalus 

untuk pembentukan tunas dibandingkan eksplan 
daun. Berdasarkan jumlah akar yang teregenerasi, 
jumlah akar yang terbentuk berkisar antara 1- 4 
akar per eksplan dengan hasil tertinggi 1,8 akar 
per eksplan juga ditemukan pada petiol tanaman 
haploid no. 231, sedang pada eksplan daun 
ditemukan pada sampel no. 323 (Tabel 5). Pada 
tanaman yang lain akar sulit teregenerasi. Hasil 
ini membuktikan bahwa regenerasi tunas dan 
akar pada kalus hasil regenerasi tanaman haploid 
berlangsung lambat dengan jumlah yang terbatas. 
Hasil ini juga menguatkan hasil penelitian 
sebelumnya (Rachmawati et al. 2007, Winarto 
dan Rachmawati 2007, Winarto 2009). 

Dari studi ini terungkap bahwa tiap jenis 
eksplan dan tanaman haploid yang berbeda 
memiliki respons pertumbuhan yang berbeda 
pula, baik dalam pembentukan kalus, bakal 
tunas, tunas, dan akar yang dihasilkan. Eksplan 
daun dari tanaman haploid no. 400 memiliki 
respons pertumbuhan dan kemampuan regenerasi 
tertinggi, sedang tanaman no. 1, 231, dan 
306 memiliki respons yang rendah. Pengaruh 
signifikan jenis eksplan dan genotip dalam 
kultur in vitro Anthurium juga dilaporkan oleh 
Rachmawati et al. (2007), Winarto (2007), Atak 
dan Çelik (2009), Jahan et al. (2009). Perbedaan 
respons jenis eksplan dan genotip tanaman donor 
dalam kultur in vitro ini juga dilaporkan pada 
kultur anther bunga matahari (Thangene et al. 

Tabel 4. 	 Interaksi jenis eksplan dan tanaman haploid yang berbeda terhadap jumlah tunas 
yang teregenerasi (Interaction of different types of explant and haploid plant on number 
of shoots regenerated)

Jenis eksplan
(Explant type)

Jumlah tunas (Shoot number)
S-1 S-16 S-166 S-231 S-306 S-323 S-330 S-400

Daun (leaf) 0,0 a*) 0,3 b 1,3 a 0,3 a 0,0 b 0,8 a 0,5 a 6,0 a
Petiol (Petiole)    0,8 a       4,0 a 0,3 a 0,3 a 1,5 a 0.8 a 0,8 a 2,3 b
K o e f i s i e n  v a r i a s i  
(CV), %

10,93 9,08 1,66 8,76 5,72 12,24 12,46 13,80

Tabel 5. 	 Interaksi jenis eksplan dan sampel tanaman haploid terhadap jumlah akar yang 
teregenerasi (Interaction of explant types and haploid plant samples on number of 
roots regenerated)

Jenis eksplan
(Explant type)

Jumlah tunas (Shoot number)
S-1 S-16 S-166 S-231 S-306 S-323 S-330 S-400

Daun (Leaf) 0,0 0,0 0,0 b* 0,0 b 0,0 1,8 b 0,0 1,0 a
Petiol (Petiole)    0,0 0,0 0,8 a 1,8 a 0,0 0,0 a 0,0 1,5 a
Koefisien variasi 
(CV), %

- -    6,06  14,72 -  14,72 -   9,67
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(Jahan et al. 2009, Winarto et al. 2010), dan medium 
regenerasi (Rachmawati et al. 2007, Winarto dan 
Rachmawati 2007, Viégas et al.  2007,  Bejov et al. 
2009, Winarto dan Mattjik, 2009). Pada penelitian 
lain dilaporkan bahwa pembentukan dan regenerasi 
kalus dipengaruhi oleh umur eksplan (Niederwieser 
dan van Staden 1990, Summer et al. 1992 Joseph 
et al. 2003, Hoque dan Mansfield 2004), posisi dan 
orientasi eksplan (Sharma dan Rajam 1996, Joseph 
et al. 2003, Gow et al. 2008). 

KESIMPULAN

1.	 Pertumbuhan dan kemampuan regenerasi 
eksplan hasil kultur anther Anthurium berhasil 
ditingkatkan melalui perbaikan media 
kultur. 

2.	 Pertumbuhan kalus tumbuh lambat terbaik 
ditemukan pada MR-4, sedang kalus haploid 
pada MR-1. 

3.	 Jumlah bakal tunas mencapai ± 20 bakal 
tunas per eksplan, tetapi pembentukan tunas 
tertinggi (4,8 tunas per eksplan) ditemukan 
pada MR-6. 

4.	 Daun muda tanaman haploid no. 400 
merupakan jenis eksplan dan tanaman haploid 
terbaik dalam pembentukan tunas (6,0 tunas 
per eksplan). 
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