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ABSTRAK. Medium dasar dan amonium nitrat merupakan dua komponen penting yang berpengaruh besar terhadap keberhasilan
kultur anther tanaman. Penelitian bertujuan mengetahui pengaruh medium dasar dan konsentrasi amonium nitrat terhadap
pembentukan, pertumbuhan, dan regenerasi kalus. Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan, Balai Penelitian Tanaman
Hias Segunung sejak Bulan Januari hingga Oktober 2008. Spadik Anthurium andraeanum Linden ex André kultivar Tropical dan
kalus hasil regenerasinya digunakan dalam penelitian ini. Medium dasar yang digunakan dalam percobaan ini ialah: (1) %2 WT, (2)
%2 NWT, dan (3) NWT, sedangkan konsentrasi amonium nitrat yang diaplikasikan ialah (1) 750 mg/1, (2) 550 mg/1, (3) 413 mg/1, (4)
206 mg/l, dan (5) 103 mg/l. Media penggandaan tunas (MP) pada percobaan ini ialah (1) 0,5 mg/l TDZ, 1,0 mg/l BAP, dan 0,01 mg/1
NAA (sebagai kontrol, MP-1), (2) 1,0 mg/l TDZ, 1,0 mg/l BAP, dan 0,01 mg/l NAA (MP-2), (3) 1,5 mg/l TDZ, 1,0 mg/l BAP, dan
0,01 mg/l NAA (MP-3), (4) 1,0 mg/l TDZ, 1,5 mg/l BAP, dan 0,01 mg/l NAA (MP-4), (5) 0,5 mg/l TDZ, 2,0 mg/l BAP, dan 0,01
mg/l NAA (MP-5), (6) 1,0 mg/l BAP dan 0,01 mg/l NAA (MP-6), (7) 0,5 mg/l BAP (MP-7), dan (8) tanpa hormon (MP-8). Percobaan
disusun menggunakan rancangan acak lengkap (RAK) dan RAK pola faktorial dengan empat ulangan. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa konsentrasi amonium nitrat memiliki pengaruh yang signifikan terhadap induksi pembentukan kalus. Konsentrasi 750 mg/1
pada 2 WT merupakan kombinasi terbaik dengan potensi tumbuh anther mencapai 54% dengan 38% regenerasi anther dan 2,3
kalus per perlakuan. Medium 2 WT dan 205 mg/l amonium nitrat merupakan kombinasi perlakuan terbaik untuk pertumbuhan kalus
dan pembentukan tunas. Kombinasi ini mampu menstimulasi pertumbuhan kalus hingga 205 mm? dengan jumlah tunas terbanyak
mencapai 5,2 tunas per eksplan. Medium MP-3 (/2 WT yang ditambah 1,5 mg/| TDZ, 1,0 mg/l BAP, dan 0,01 mg/l NAA) merupakan
kombinasi hormon yang sesuai untuk penggandaan tunas hasil kultur anther Anthurium. Medium > WT yang ditambah dengan 0,02
mg/l NAA dapat digunakan untuk pengakaran tunas hingga membentuk planlet yang siap untuk aklimatisasi.

Katakunci: Amonium nitrat; Anthurium; Kalus; Kultur anther; Medium dasar; Regenerasi; Penggandaan tunas

ABSTRACT. Basic medium and ammonium nitrate are two important components giving high effect on plant anther culture. The
study was conducted at Tissue Culture Laboratory of Indonesian Ornamental Crops Research Institute from January to October
2008. The aim of this research was to know the effect of basic medium and ammonium nitrate concentrations on callus formation,
growth, and regeneration. Spadix of Anthurium andraeanum Linden ex André cv. Tropical and callus derived from the anther were
used in the experiment. Basic medium tested in the study were (1) half-strength WT, (2) half-strength NWT, and (3) full-strength
NWT. While ammonium nitrate concentrations investigated were (1) 750 mg/l, (2) 550 mg/l, (3) 413 mg/l, (4) 206 mg/l, and (5)
103 mg/l. Hormones on shoot multiplication media (MP) of 2 WT tested in the study were (1) 0.5 mg/l TDZ, 1.0 mg/l BAP, and
0.01 mg/l NAA (as control, MP-1), (2) 1.0 mg/l TDZ, 1.0 mg/l BAP, and 0.01 mg/l NAA (MP-2), (3) 1.5 mg/1 TDZ, 1.0 mg/l BAP,
and 0.01 mg/l NAA (MP-3), (4) 1.0 mg/l TDZ, 1.5 mg/l BAP, and 0.01 mg/l NAA (MP-4), (5) 0.5 mg/l TDZ, 2.0 mg/l BAP, and
0.01 mg/l NAA (MP-5), (6) 1.0 mg/l BAP and 0.01 mg/l NAA (MP-6), (7) 0.5 mg/l BAP (MP-7), and (8) hormone free (MP-8). The
experiment was arranged in a randomized complete block design (RCBD) and factorial RCBD with four replications. Results of the
studies indicate that ammonium nitrate concentration had significantly effect in stimulating callus formation. Concentration of the
component at 750 mg/1 in half-strength WT gave high effect on increasing potential growth of anther up to 54% with 38% anther
regeneration and 2.3 calluses per replication. Half-strength WT and 205 mg/l of ammonium nitrate were the suitable basic medium
and ammonium nitrate concentration for callus growth and regeneration. The combination stimulated the highest callus growth up
to 205 mm® with the highest shoot number up to 5.2 shoots per explant. MP-3 medium (2 WT medium containing 1.5 mg/l TDZ,
1.0 mg/l BAP, and 0.01 mg/l NAA) was suitable hormone combination to multiply shoots derived from Anthurium anther culture.
Half-strength WT containing 0.2 mg/l NAA can be used to root the shoots till plantlets readily for acclimatization.
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Keberhasilan pengembangan dan aplikasi kultur et al. 2008). Berbagai jenis medium dasar seperti
jaringan pada banyak tanaman dengan berbagai tujuan medium Anderson’s Rhododendron (AR; Anderson
sangat dipengaruhi oleh medium kultur dan tingkat 1980), Chee & Pool (C2D; Chee & Pool 1987), Chu
kesesuaiannya dengan eksplan yang ditanam (George (N6; Chu 1978), DKW/Juglans (Driver & Kuniyaki
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1984), Gamborg (B5; Gamborg et al. 1968)), Kao &
Michayluk (KM; Kao & Michayluk 1975), Knudson
(K; Knudson 1946), Linsmaier & Skoog (LS;
Linsmaier & Skoog 1965), Morel (M; Morel 1964),
Murashige & Skoog (MS; Murashige & Skoog 1962),
serta Nitsch & Nitsch (NN; Nitsch & Nitsch 1969)
berhasil dikembangkan dan diaplikasikan pada kultur
jaringan berbagai tanaman. Di antara berbagai jenis
medium dasar tersebut, medium Murashige & Skoog
(MS) (1962) merupakan salah satu jenis medium
kultur jaringan yang memiliki tingkat kesesuaian tinggi
pada beberapa jenis eksplan (George et al. 2008).
Medium dasar tersebut dan berberapa modifikasinya
juga berhasil diaplikasikan dalam kultur jaringan
Anthurium untuk berbagai tujuan, baik untuk induksi
pembentukan kalus, embrio, maupun regenerasinya
(Kuehnle et al. 1992, Matsumoto ef al. 1996, Hamidah
et al. 1997).

Medium MS dan modifikasinya juga berhasil
digunakan untuk mengembangkan kultur anther pada
tanaman sayur, buah, dan hias. Pada tanaman sayur,
aplikasi medium tersebut dilaporkan pada wortel (Hu
etal. 1993, Gorecka et al. 2009), asparagus (Ziauddin
et al. 1993), kubis (Gorecka & Krzyzanowska 1996,
Achar 2002), dan cabai (Matsubara et al. 1998, Kim
et al. 2004). Pada tanaman buah dilaporkan pada
kultur anther pisang (Assani et al. 2003) dan pepaya
(Rimberia et al. 2006). Pada tanaman hias dilaporkan
pada kultur anther Pelargonium (Tokumasu & Kato
1979), lili (Han ef al. 1997, Niimi et al. 2001), bunga
matahari (Thengane et al. 1994, Saji & Sujatha
1998), dan anyelir (Fu et al. 2008), tetapi medium ini
tidak sesuai untuk kultur anther Anthurium (Winarto
& Rachmawati 2007, Winarto 2009). Pada kultur
anther Anthurium medium %2 Winarto-Teixeira (WT)
(Winarto et al. 2011), /2 New Winarto-Teixeira (NWT)
(Winarto et al. 2011), dan NWT merupakan medium
yang berpotensi besar digunakan untuk pembentukan
dan regenerasi kalus (Winarto & Rachmawati 2007,
Winarto et al. 2011), sehingga optimalisasi medium
tersebut perlu diteliti lebih lanjut.

Amonium nitrat merupakan komponen penting
yang tidak hanya berpengaruh nyata terhadap
keberhasilan pembentukan dan regenerasi kalus
dari eksplan vegetatif seperti daun, tangkai daun,
batang, dan akar (Aswath & Biswas 1999), tetapi juga
terhadap eksplan generatif (anther dan ovul) (Winarto
& Rachmawati 2007). Amonium nitrat diketahui juga
berperan penting dalam pembentukan kalus pada
Colocasia (Malamug et al. 1992), melon (Kintzios et
al. 2004), kapas (ul-Haq 2005), jeruk (Niedz & Evens
2007), pembentukan tunas pada bit (Tsay & Saunders
1999), Holostemma (Decruse & Seeni 2002), kualitas
produksi tunas pada Cynara scolymus L. (Tavazza
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et al. 2003), dan kecepatan penggandaan tunas pada
hibrida almond x peach (Ponce & Monter 2009). Setiap
perubahan konsentrasi bahan tersebut berpengaruh
terhadap respons eksplan dalam kultur in vitro,
baik menghambat atau meningkatkan pembelahan
sel, regenerasi eksplan, pertambahan biomasa,
dan abnormalitas pertumbuhan (Matsubayashi &
Sakagami 1998, Nowak et al. 2007, Ivanova & van
Staden 2008, Rahman et al. 2011). Oleh karena itu
menemukan konsentrasi amonium nitrat yang sesuai
untuk pembentukan dan regenerasi kalus juga menjadi
faktor penting dalam menunjang keberhasilan kultur
anther Anthurium.

Pada penelitian ini optimalisasi medium dasar
potensial dan variasi konsentrasi amonium nitrat
diteliti lebih lanjut untuk mengetahui pengaruhnya
terhadap pembentukan dan regenerasi kalus. Penelitian
bertujuan mengetahui pengaruh medium dasar dan
konsentrasi amonium nitrat yang berbeda terhadap
pembentukan dan regenerasi kalus hingga pengaruhnya
terhadap penggandaan tunas. Diduga terdapat satu jenis
medium dasar dan konsentrasi amonium nitrat yang
optimal untuk tujuan tersebut.

BAHAN DAN METODE

Tempat dan Penyiapan Bahan Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur
Jaringan Balai Penelitian Tanaman Hias, Segunung
(1100 m dpl.) dari Bulan Januari hingga Oktober 2008.

Anthurium andraeanum Linden ex Andre cv.
Tropical yang digunakan sebagai tanaman donor
dalam penelitian ini berasal dari PT. Eka Graha Flora,
Kanoman, Cianjur, Jawa Barat. Tanaman donor
ditanam dalam polibag (diameter 35 cm, tinggi 40 cm
dengan volume medium 36,5 cm?®). Medium tanaman
terdiri atas campuran arang sekam bakar, sekam,
humus bambu, dan kotoran sapi (1:1:1:1, v/v/v/v).
Tanaman ditempatkan dalam rumah kaca dengan suhu
35-40°C pada siang hari dan 15-20°C pada malam
hari, 12 jam fotoperiode dengan intesitas cahaya
10.000-20.000 lux pada musim kemarau (April sampai
Oktober) dan 2000-6000 lux pada musim penghujan
(November sampai Maret) serta kelembaban 50-90%
pada siang hari dan 25-60% pada malam hari. Tanaman
disiram setiap 3 hari dengan air yang mengandung 2
g/l N:P:K (20:15:15). Aplikasi pestisida, baik yang
disemprotkan ke daun maupun yang disiramkan ke
tanah tidak dilakukan selama pemeliharaan tanaman
untuk menjaga kualitas eksplan tetap optimal untuk
kultur anther.



Spadik yang dipanen dari tanaman donor sebagai
donor anther ialah yang 50% stigmanya berada
dalam kondisi reseptif yang ditandai dengan produksi
lendir yang banyak pada permukaan stigma. Spadik
disterilisasi secara bertahap, awalnya spadik diletakkan
di bawah air mengalir selama 30 menit, setelah itu
direndam sambil digojok dalam larutan 1% sabun
bubuk selama 30 menit. Selanjutnya dipindahkan
ke dalam larutan 1% pestisida (50% benomil dan
streptomisin sulfat 20%) selama 30 menit, kemudian
dibilas dengan air destilasi 5-6 kali hingga bersih.
Setelah itu spadik direndam sambil digojok pada
larutan 1% natrium hipoklorida (NaOCl) yang
ditambah dengan 23 tetes Tween 20 selama 10 menit,
selanjutnya dalam larutan 2% NaOCI ditambah 2-3
tetes Tween 20 selama 5 menit, kemudian dibilas
dengan air destilasi steril 5-6 kali dengan 5 menit tiap
kali pembilasan.

Spadik steril selanjutnya diletakkan dalam cawan
petri steril. Spadik dipotong pada daerah transisinya
(ditandai dengan perubahan warna kumpulan bunga
dari putih ke kuning, panjangnya + 2 cm, merupakan
daerah donor anther yang paling responsif ketika
dikultur dalam medium uji). Petal-petal bunga yang
menyerupai sisik dibuka menggunakan pisau kultur.
Anther yang terlihat pada 3—4 sisi stigma selanjutnya
dipotong pada bagian tengah dan langsung ditanam
pada medium uji.

Medium dasar yang digunakan dalam percobaan
ini ialah Winarto-Teixeira (WT) dan New Winarto-
Teixeira (NWT) (Winarto et al. 2011). Medium tersebut
diformulasi secara khusus untuk pengembangan kultur
anther Anthurium. Winarto-Teixeira mengandung 0,5
mg/l Thidiazuron (TDZ), 1,0 mg/l 6-benzylaminopurine
(BAP), dan 0,01 mg/l a-naphthalen acetic acid (NAA).
NWT ditambah dengan 1,5 mg/I TDZ, 0,75 mg/l BAP,
dan 0,02 mg/l NAA. Kedua medium ditambah dengan
30 g/l sukrosa, dan 2 g/l gelrite. pH medium diatur
pada 5,8 dan disterilisasi pada suhu 121°C, 15 kPa
selama 20 menit.

Pengaruh Medium Dasar dan Konsentrasi
Amonium Nitrat terhadap Pembentukan Kalus

Medium dasar yang digunakan dalam percobaan ini
ialah WT, aNWT, dan NWT. Konsentrasi amonium
nitrat yang diaplikasikan yaitu 750, 550, 413, 206, dan
103 mg/1.

Rancangan acak lengkap pola faktorial dengan
empat ulangan digunakan dalam percobaan ini. Tiap
ulangan terdapat tiga botol. Tiap botol berisi enam
anther. Botol kultur yang berisi anther selanjutnya
diinkubasi pada ruang gelap dengan suhu 24+1°C
selama 2 bulan. Setelah itu diinkubasi pada kondisi

Winarto, B : Pengaruh Medium Dasar dan
Ammonium Nitrat terhadap ...

terang 12 jam dengan penyinaran lampu fluoresen
intensitas £ 1000 lux untuk pertumbuhan kalus lebih
lanjut.

Parameter yang diamati ialah: (1) potensi tumbuh
anther (PTA, %) (potensi tumbuh anther ialah anther
yang masih terlihat segar hingga 1 bulan setelah kultur
dan memiliki potensi besar membentuk kalus), (2)
persentase regenerasi anther (persentase regenerasi
anther ialah jumlah anther yang berhasil membentuk
kalus dibandingkan dengan total anther yang ditanam
dikalikan 100% dan diamati 2-2,5 bulan setelah inisiasi
kultur), dan (3) jumlah anther yang membentuk kalus
diamati 2,5-3 bulan setelah inisiasi kultur.

Pengaruh Medium Dasar dan Konsentrasi
Amonium Nitrat terhadap Regenerasi Kalus

Kalus-kalus hasil inisiasi pada percobaan
sebelumnya digunakan dalam penelitian ini. Kalus
yang telah tumbuh dan beradaptasi dengan baik,
selanjutnya dipotong menggunakan pisau kultur
dengan ukuran yang seseragam mungkin (3x3x3
mm). Potongan-potongan kalus inilah yang digunakan
sebagai sumber eksplan dan ditanam pada medium
perlakuan.

Medium dasar yang digunakan dalam percobaan ini
ialah Y2 WT, “2NWT, dan NWT. Konsentrasi amonium
nitrat yang diaplikasikan ialah 750, 550, 413, 206, dan
103 mg/l.

Rancangan acak lengkap pola faktorial dengan
empat ulangan digunakan dalam percobaan ini. Tiap
ulangan terdapat tiga botol. Tiap botol berisi empat
eksplan dengan ukuran + 3 x 3 x 3 mm. Botol kultur
yang berisi kalus selanjutnya diinkubasi dengan
suhu 24+1°C pada kondisi terang selama 12 jam di
bawah lampu fluoresen dengan intensitas 13 mmol/m/
detik untuk pertumbuhan kalus hingga regenerasi
membentuk bakal tunas dan tunas = selama 3 bulan.

Parameter yang diamati dalam percobaan ini ialah:
(1) persentase tumbuh kalus, (2) volume kalus, (3) skor
bakal tunas - sampai dengan ++++ (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 yang diamati), dan (4) jumlah tunas.
Pengamatan dilakukan 2,5-3 bulan setelah kultur awal
pada skoring bakal tunas, sedangkan jumlah tunas
diamati 4,5 bulan setelah inisiasi kultur.

Pengaruh Media Perbanyakan terhadap
Penggandaan Tunas

Medium > WT dengan 206 mg/l NH,NO,
merupakan medium yang paling potensial dalam
menginisiasi pembentukan tunas pada kalus hasil kultur
anther. Medium ini diperbaiki untuk perbanyakan tunas
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dengan mengubah konsentrasi hormon yang ada dalam
medium tersebut (0,5 mg/l TDZ, 1,0 mg/l BAP, dan
0,01 mg/l NAA). Media perlakuan untuk penggandaan
tunas (MP) pada percobaan ini ialah: (1) 0,5 mg/l TDZ,
1,0 mg/l BAP, dan 0,01 mg/l NAA (sebagai kontrol,
MP-1), (2) 1,0 mg/I TDZ, 1,0 mg/l BAP, dan 0,01 mg/1
NAA (MP-2), (3) 1,5 mg/l TDZ. 1,0 mg/l BAP, dan
0,01 mg/l NAA (MP-3), (4) 1,0 mg/l TDZ, 1,5 mg/l
BAP, dan 0,01 mg/l NAA (MP-4), (5) 0,5 mg/l TDZ,
2,0 mg/l BAP, dan 0,01 mg/l NAA (MP-5), (6) 1,0 mg/I
BAP, dan 0,01 mg/l NAA (MP-6), (7) 0,5 mg/l BAP
(MP-7), dan (8) tanpa hormon (MP-8).

Rancangan acak lengkap dengan empat ulangan
digunakan dalam percobaan ini. Tiap ulangan terdapat
tiga botol. Tiap botol berisi lima tunas. Botol kultur
yang berisi kalus selanjutnya diinkubasi dengan
suhu 24+1°C pada kondisi terang selama 12 jam di
bawah lampu fluoresen dengan intensitas 13 mmol/m/
detik untuk pertumbuhan kalus hingga regenerasi
membentuk bakal tunas dan tunas + selama 3 bulan.

Parameter yang diamati dalam percobaan ini
ialah: (1) waktu pembentukan tunas baru (hari), (2)
jumlah tunas, (3) tinggi tunas, dan (4) jumlah daun.
Pengamatan rutin dilakukan untuk mengetahui waktu
pembentukan tunas. Parameter lain diamati dan dicatat
2,5 bulan setelah kultur.

Data yang berhasil dikumpulkan dianalisis
menggunakan analisis varian menggunakan program
SAS Release window 6.12. Jika terdapat perbedaan
nilai rerata perlakuan, maka diuji lanjut menggunakan
uji wilayah berganda duncan pada taraf 5%. Bilamana
data pengamatan tidak menyebar normal, maka data
ditransformasi sesuai dengan karakter data tersebut.
Data dikembalikan ke kondisi aslinya saat disajikan
dalam tulisan ini.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh Medium Dasar dan Konsentrasi
Amonium Nitrat terhadap Pembentukan Kalus

Induksi dan pertumbuhan kalus dalam kultur
jaringan tanaman sangat dipengaruhi oleh komponen
nutrisi dalam medium (Niedz & Evens 2007) dan
salah satunya ialah amonium nitrat. Amonium nitrat
(NH,": NO,") merupakan salah satu komponen penting
dalam sintesis asam amino, seperti glutamat, glumatin,
arginin, asparagin, prolin, triptofan, aminolevulinat,
dan asam nukleat, melalui siklus glutamat GOGAT
(glutamate-oxoglutarate-aminotransferase) yang ada
pada jaringan tanaman (Smart & Bloom 2001). Jenis
dan konsentrasi asam-asam amino tersebut selanjutnya
memberi pengaruh yang besar terhadap pertumbuhan
dan diferensiasi kalus (George et al. 2008) dan setiap
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perubahan konsentrasi amonium nitrat berpengaruh
terhadap asam amino dalam jaringan tanaman.

Konsentrasi amonium nitrat dalam medium dasar
yang diuji berpengaruh nyata terhadap pembentukan
kalus. Pengaruh interaksi yang sangat nyata pada
semua parameter juga ditemukan dalam percobaan
ini. Interaksi tersebut lebih banyak dipengaruhi oleh
perlakuan amonium nitrat. Kalus yang dikultur mulai
terbentuk 25-30 hari setelah inisiasi kultur. Kalus yang
tetap segar dapat terus tumbuh dan bertambah besar
dalam ukuran/volume, dan terlihat jelas 2,0 bulan
setelah inisiasi kultur. Jumlah anther yang membentuk
kalus berkisar antara 1-4 anther dengan rerata tertinggi
mencapai 2,3 kalus per ulangan.

Jenis medium dasar tidak memberi pengaruh yang
nyata terhadap pembentukan kalus. Tiga medium dasar
yang diuji dalam percobaan ini memberikan hasil
yang hampir sama dan tidak berbeda nyata antara satu
medium dengan medium yang lain (Tabel 1). Ini berarti
ketiga medium dasar yang diuji memiliki kemampuan
yang hampir sama dalam merangsang pembentukan
kalus, meskipun 2 WT cenderung menghasilkan
jumlah kalus yang lebih banyak dibanding dua medium
yang lain.

Konsentrasi amonium nitrat dalam medium yang
diuji memberikan pengaruh yang sangat nyata dalam
pembentukan kalus. Meskipun tidak berbeda nyata
dengan konsentrasi normal, reduksi konsentrasi dari
750 menjadi 206 mg/l menstimulasi pembentukan
kalus lebih baik dibanding perlakuan yang lain (Tabel
2). Konsentrasi amonium nitrat yang direduksi dari
750 menjadi 206 mg/l mampu menstimulasi potensi
tumbuh anther hingga 38%, 19% regenerasi anther,
dan 1,1 anther yang membentuk kalus per perlakuan.

Terdapat pengaruh interaksi yang nyata antara
konsentrasi amonium nitrat dan medium dasar yang
diuji. Konsentrasi 750 mg/l yang dikombinasikan
dengan 2WT memberi hasil tertinggi pada semua
parameter yang diamati. Pada kombinasi ini potensi
tumbuh anther dapat mencapai 54% dengan 38%
regenerasi anther, dan 2,3 anther yang membentuk
kalus per perlakuan (Tabel 3). Hasil ini menunjukkan
bahwa reduksi medium WT menjadi '2-nya yang
dikombinasikan dengan konsentrasi amonium nitrat
750 mg/l memberi pengaruh yang nyata terhadap
pembentukan kalus. Selanjutnya NWT dengan reduksi
konsentrasi amonium nitrat menjadi 206 mg/1 juga
memberi pengaruh nyata dibanding kombinasi yang
lain. Kombinasi ini mampu menginduksi potensi
tumbuh anther hingga 46% dengan 29% regenerasi
anther dan 1,8 kalus per perlakuan (Tabel 3), meskipun
tidak berbeda nyata dengan kombinasi antara 206 mg/1
amonium nitrat dan 2 NWT.
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Tabel 1. Pengaruh medium dasar terhadap keberhasilan induksi kalus (Effect of basic medium on success

in callus induction)

Jumlah anther yang

Potensi tumbuh anther membentuk kalus

(Potential growth of

Persentase regenerasi

MIGEIL M Gl anther (Percentage of

(Basic medium) . (Number of anthers
anthers), % anther regeneration), % produced callus)
2 WT 25,0 a 12,1 a 0,7a
Y2 NWT 30,8 a 10,4 a 0,6 a
NWT 29,2 a 10,4 a 0,6 a
KK (CV), % 14,99 19,75 16,77

Angka rerata yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata berdasarkan uji wilayah berganda

duncan pada taraf 5%. (Mean followed by the same letter in the same column are not significantly different based on duncan multiple range

test (DMRT) at p=0.05)

Tabel 2. Pengaruh konsentrasi amonium nitrat terhadap keberhasilan induksi kalus (Effect of ammonium
nitrate concentrations on success in callus induction)

Konsentrasi amonium

nitrat (Concentration of Fotensi twmbuhsanther

(Potential growth of

Persentase regenerasi

Jumlah anther yang

anther (Percentage of G it lerlhe

ammon::lugt;lmtrate) anthers), % anther regeneration), % U;ﬁgg:f:ezfc ‘;’;;:se)rs
750 33,3 ab 14,6 a 0,8a
550 26,4 b 84b 0,5b
413 26,4b 7.7b 0,5b
206 37,5a 18,8 a 1,la
103 18,1 ¢ 56b 0,3b
KK (CV), % 14,99 19,75 16,77
Tabel 3.  Pengaruh interaksi medium dasar dan konsentrasi amonium nitrat terhadap jumlah anther
yang membentuk kalus per ulangan (Interaction effect of basic medium and concentrations of
ammonium nitrate on number of anthers produced callus)
Medium dasar Konsentrasi amonium nitrat (Concentration of ammonium nitrate), mg/1
(Basic medium)
750 413 206 103
5 WT 23a 08a 0,5a 0,1b 0,02
L NWT 0,3b 04a 0,5a 1,5a 0,5a
NWT 0,0b 04a 0,4a 182 052
KK (CV), % 11,99 23,57 14,56 19,44

Perubahan konsentrasi amonium nitrat dalam
medium memberikan pengaruh yang signifikan
terhadap respons pembentukan kalus pada kultur
anther Anthurium. Pengaruh perubahan komponen
tersebut terhadap pertumbuhan dan perkembangan
eksplan juga dibuktikan pada kultur anther Linum
usitatissimum (Nichterlein et al. 1991), Populus
trichocarpa (Baldursson et al. 1993), Asparagus
officinalis (Falavigna et al. 1999), pada kultur in vitro
Colocasia esculenta (Malamug ef al. 1992), asparagus
(Matsubayashi & Sakagami 1998), Holostemma
annulare (Decruse & Seeni 2002), dan Prunus
domestica (Nowak et al. 2007). Pada konsentrasi
yang sesuai, amonium nitrat dalam medium kultur
anther yang diuji dapat meningkatkan kemampuan
anther dalam membentuk kalus. Konsentrasi 750 mg/1
pada MD-1 dan 205 mg/l pada MD-3 sesuai untuk
pembentukan kalus. Pada penelitian lain, 10 ppm
amonium nitrat sesuai untuk pembentukan kalus pada
kultur anther peach (Biggs & Sherman 1980), 165 mg/1

dalam medium induksi sesuai untuk L. usitatissimum
(Nichterlein et al. 1992), 165 mg/l dalam medium
MS-1 pada P, trichocarpa (Baldursson et al. 1993), 825
mg/l dalam medium A2 pada 4. officinalis (Falavigna
et al. 1999) merupakan konsentrasi yang terbaik untuk
pembentukan kalus.

Peningkatan pembentukan kalus melalui penurunan
konsentrasi amonium nitrat pada kultur anther juga
telah dilaporkan. Penurunan konsentrasi amonium
nitrat dari 1.650 mg/l menjadi 825 mg/l dilaporkan
pada kultur anther asparagus (Falavigna et al. 1999),
400 menjadi 165 mg/l pada kultur anther poplar (Uddin
et al. 1988, Baldursson et al. 1993). Pada kultur in vitro
yang lain dilaporkan bahwa penurunan konsentrasi
amonium nitrat dari 700 mg/l menjadi 200 mg/I pada
medium Ringe dan Nitsch meningkatkan pembentukan
kalus C. esculenta (Malamug et al. 1992). Sementara
pada kultur anther Anthurium, konsentrasi amonium
nitrat diturunkan dari 750 mg/l menjadi 205 mg/1 pada
NWT. Penurunan hingga konsentrasi terendah kadang
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Gambar 1.

Pertumbuhan dan regenerasi kalus hasil kultur Anthurium. (A) kalus pada awal kultur inisiasi,
(B) kalus = 1 bulan setelah kultur inisiasi, (C) kalus dengan bakal tunas 2,5-3,0 bulan setelah
kultur inisiasi, (D) kalus dengan tunas yang teregenerasi 4,0—4,5 bulan setelah kultur inisiasi,
(E) penggandaan tunas pada medium yang mengandung 1,5 mg/l TDZ dan 1 mg/l BAP (MP-
3), (F) penggandaan tunas pada medium yang mengandung 1 mg/l TDZ dan 1,5 mg/l BAP
(MP-4), (G) penggandaan tunas pada medium yang mengandung 1 mg/l TDZ dan 1 mg/l BAP
(MP-2), (H) penggandaan tunas pada medium MP-8, dan (I) pengakaran tunas pada medium
%2 WT yang mengandung 0,2 mg/l NAA (Growth and regeneration of callus derived from anther
culture of Anthurium. (A) callus in initial time of culture, (B) callus + 1 month after initiation
culture, (C) callus with initial shoots 2.5-3.0 months after culture, (D) callus with regenerated
shoots, (E) shoot multiplication on medium containing 1.5 mg/l TDZ and 1 mg/l BAP (MP-3),
(F) shoot multiplication on medium containing 1 mg/l TDZ and 1.5 mg/l BAP (MP-4), (G) shoot
multiplication on medium containing 1 mg/l TDZ and 1 mg/l BAP (MP-2), (H) shoot multiplication
on medium hormone free (MP-8), and (I) root formation of shoots on 72 WT medium with 0.2
mg/l NAA). Bar merah (red bar) = 0.3 cm, bar hijau (green bars) = 0,55 cm, bar kuning (yellow
bar) = 1,2 cm, bar biru (blue bars) = 1,0 cm

diperlukan untuk meningkatkan aktivitas pembelahan
sel (Matsubayashi & Sakagami 1998), sedangkan
peningkatan konsentrasi dapat menghambat aktivitas
pembelahan sel dan pertumbuhan eksplan (Jampeetong
& Brix 2009).

Pengaruh Medium Dasar dan Konsentrasi
Amonium Nitrat terhadap Regenerasi Kalus

Kalus hasil induksi pada percobaan pertama yang
mampu beradaptasi pada kondisi inkubasi terang terus
bertumbuh dan berkembang, mengalami perubahan
morfologi, ukuran, dan bentuk. Kalus yang berwarna
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kuning pada awal kultur berubah menjadi kehijauan
atau kemerahan (Gambar 1B). Inisiasi bakal tunas
terlihat jelas 2,5-3 bulan setelah kultur awal (Gambar
1C). Tunas dengan 1-2 daun dapat diamati dengan
jelas 44,5 bulan setelah inisiasi kultur (Gambar 1D).
Jumlah tunas bervariasi antara 1-10 tunas per eksplan,
dengan rerata tertinggi 5,3 tunas per eksplan diperoleh
pada kombinasi medium 2 WT dengan 103 mg/l
amonium nitrat (Gambar 1D).

Medium dasar dan konsentrasi amonium nitrat yang
diuji untuk menstimulasi regenerasi kalus memberikan
pengaruh yang nyata hingga sangat nyata pada volume
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Tabel 4. Pengaruh medium dasar terhadap pertumbuhan kalus lambat hasil kultur anther Anthurium (Effect
of basic medium on slow growth of callus derived from anther culture of Anthurium)

Persentase tumbuh kalus
(Percentage of callus growth), %

Medium dasar
(Basic medium)

(Callus volume) mm?

Volume kalus Jumlah tunas per eksplan

(Number of shoots per explant)

% WT 91,7 a 123 a 24a
YL NWT 95,0 a 135a 2,6 a
NWT 98,3 a 70b 0,2b
KK (CV), % 13,32 11,83 12,54

kalus dan jumlah tunas yang dihasilkan. Terdapat
pengaruh interaksi nyata di antara kedua perlakuan,
di mana jenis medium dasar memberi pengaruh yang
lebih besar dibanding konsentrasi amonium nitratnya.
Persentase tumbuh kalus sangat tinggi dan tidak
berbeda nyata pada semua kombinasi perlakuan. Ini
memberi bukti bahwa proses subkultur yang seringkali
diikuti oleh pencoklatan eksplan dan kematiannya tidak
menjadi kendala dalam percobaan ini.

Medium 2 NWT memicu pertumbuhan dan
regenerasi kalus, meskipun tidak berbeda nyata
dengan medium 2 WT. Medium tersebut menstimulasi
pertumbuhan kalus hingga 136 mm? per eksplan yang
dikultur dengan 2,6 tunas per eksplan (Tabel 4).
Sementara medium 2 WT menstimulasi pertumbuhan
kalus hingga 123 mm?® dengan 2,4 tunas per eksplan.
Jika dibandingkan dengan rerata volume kalus awal
(27 + 2,1 mm® per kalus), maka pertumbuhan kalus
pada medium %> NWT meningkat hingga 400%,
sementara pada 2 WT meningkat hingga 356%.
Hasil ini sekaligus memberi bukti bahwa penurunan
konsentrasi medium dasar sangat berpengaruh terhadap
pertumbuhan dan regenerasi kalus yang dikultur
dan seperti yang dilaporkan pada kultur anther L.
usitatissimum (Nichterlein et al. 1991).

Pada penelitian tersebut reduksi beberapa komponen
makro medium Nichterlein hingga 2 dan mikro
hingga '4-nya berhasil memaksimalkan pembentukan
tunas. Reduksi hingga % medium MS menghasilkan
regenerasi tunas tinggi pada L. speciosum (van Aartrijk
& Blom-Barnhoorn 1980). Sementara pada studi
lain dilaporkan Hoque & Arima (2002) pada Trapa
Jjaponica, Chen et al. (2005) pada Bupleurum koi,
Nowak et al. (2007) pada P. domestica, serta Wang &

Tabel 5.

Bao (2007) pada V. wittrockiana. Reduksi konsentrasi
medium MS hingga /2>-nya menjadi kunci keberhasilan
dalam regenerasi dan perbanyakan tunas dengan variasi
hormon yang digunakan.

Konsentrasi amonium nitrat memberi pengaruh
yang fluktuatif pada pertumbuhan kalus. Pada
konsentrasi normal (750 mg/l), volume pertumbuhan
kalus tinggi, tetapi reduksi konsentrasi hingga 550
mg/l menurunkan volume pertumbuhan, kemudian
meningkat pada level reduksi konsentrasi berikutnya
(Tabel 5). Volume kalus tertinggi diperoleh pada
103 mg/l amonium nitrat meski tidak berbeda nyata
dengan 750 mg/l. Kondisi yang berbeda diperoleh
pada jumlah tunas yang dihasilkan. Penurunan
konsentrasi komponen ini memiliki kecenderungan
positif terhadap peningkatan jumlah tunas yang
dihasilkan. Meningkatnya pembentukan tunas diduga
berkaitan dengan menurunnya dampak toksisitas
NH," terhadap pertumbuhan dan regenerasi kalus
seperti yang dilaporkan pada ketimun (Roosta et al.
2009). Pada ketimun, pembentukan tunas meningkat
ketika konsentrasi amonium nitrat diturunkan hingga
di bawah 5 mM. Penurunan konsentrasi amonium
nitrat hingga nol menghasilkan pembentukan tunas
yang optimal pada kultur anther L. usitatissimum
(Nichterlein ef al. 1991).

Berdasarkan skor jumlah bakal tunas yang
dihasilkan, kombinasi medium dasar dan konsentrasi
amonium nitrat memberikan hasil yang bervariasi.
Jumlah bakal tunas yang dihasilkan berkisar antara 6
s/d lebih dari 20 tunas per eksplan. Medium 2 NWT
dengan penurunan konsentrasi amonium nitrat dari
750 mg/1 ke konsentrasi yang lebih rendah memiliki
kecenderungan meningkatkan jumlah bakal tunas.

Pengaruh konsentrasi amonium nitrat terhadap pertumbuhan dan regenerasi kalus (Effect of

ammonium nitrate concentrations on growth and regeneration of callus)

Konsentrasi amonium nitrat

Persentase tumbuh kalus

Volume kalus Jumlah tunas per

Concentration of ammonium Percentage of callus eksplan (Number o
¢ nitrate),{ng/l ¢ grow%,h),& (Callus volume), mm?® sht?ots pgzr explant)f
750 94.5a 123 ab 1,3¢
550 94,5 a 93¢ 1,9 ab
413 94.5a 96 ¢ 1,4 ¢
206 972a 100 be 1,8b
103 94,5a 96 ¢ 23a
KK (CV), % 13,32 11,83 12,54
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Tabel 6.  Skor jumlah bakal tunas per eksplan (Score of number of initial shoots per explant)
Konsentrasi amonium nitrat Medium dasar (Basic medium)
(Concentration of ammonium nitrate), mg/1 % WT % NWT NWT
750 ++/+++ +++ -
550 Ao+ ek
413 /A ++
206 /- /A ++/+++
103 -/ ++++ /A

— tidak ada bakal tunas yang teramati, + terdapat 1-5 bakal tunas per eksplan yang diamati, ++ terdapat 6-10 bakal tunas per eksplan yang
diamati, +++ terdapat 11-20 bakal tunas per eksplan yang diamati, dan ++++ terdapat lebih dari 20 bakal tunas per eksplan yang diamati.
(-, no initial shoots observed; +, 1-5 initial shoots per explant observed; ++, 6-10 initial shoots per explant observed; +++, 11-20 initial
shoots per explant observed, and ++++, more than 20 initial shoots per explant observed)

Tren yang sama juga terlihat pada kombinasi medium
%2 WT dengan semua level amonium nitrat. Sementara
tren yang berbeda terlihat pada NWT dan konsentrasi
komponen ini. Reduksi kekuatan medium 2 NWT
hingga 2-nya menjadi kombinasi terbaik dalam
pembentukan bakal tunas per eksplan (Tabel 6).
Sedangkan kombinasi yang lain menunjukkan jumlah
bakal tunas yang cenderung menurun.

Kombinasi medium 2 WT dengan 103 mg/l
amonium nitrat merupakan kombinasi medium yang
terbaik untuk pertumbuhan kalus dan regenerasi tunas
(Tabel 7 dan 8). Pada kombinasi ini pertumbuhan
kalus mencapai 205 mm® dengan 5,2 tunas per
eksplan, diikuti 2 WT dengan 206 mg/l amonium
nitrat (pertumbuhan kalus 171 mm?® dan 3,7 tunas per
eksplan). Kombinasi medium 2 NWT dengan 750
mg/l amonium nitrat memberi hasil yang terbaik dan
berbeda nyata dengan kombinasi yang lain, tetapi
pertumbuhan kalus yang baik tidak diikuti dengan
kemampuan regenerasi tunas yang baik. Pertumbuhan
kalus mencapai 185 mm?® tetapi jumlah tunas hanya

mencapai 1,8 tunas per eksplan. Sementara kombinasi
¥ NWT dengan 550 mg/l amonium nitrat meski hanya
mendorong pertumbuhan kalus hingga 144 mm? tetapi
dapat menstimulasi regenerasi tunas hingga 4,7 tunas
per eksplan. Hal itu berbeda dengan kombinasi NWT
dengan amonium nitrat pada berbagai konsentrasi
memberikan hasil yang rendah.

Pada medium dasar, amonium nitrat dapat berperan
sebagai sumber nitrogen (Tsai & Saunders 1999),
juga dapat meningkatkan pengaruh aplikasi asam-
asam organik (George et al. 2008), pembelahan sel,
pembentukan kalus, organogenesis, dan embriogenesis
eksplan (Malamug et al. 1992, Matsubayashi &
Sakagami 1998, Wang & Tan 2002, Shanjani 2003,
Tavazza et al. 2003, ul-Haq 2005, Ponce & Monter
2009). Selain itu amonium nitrat pada konsentrasi
tertentu bersifat racun pada sel tanaman (Roosta
et al. 2009) dan dapat menurunkan pH medium
(Leljak-Levanic et al. 2004), karena itu penentuan
konsentrasi amonium nitrat yang tepat dalam medium
dasar memiliki peran yang sangat penting dalam

Tabel 7. Pengaruh interaksi antara medium dasar dan konsentrasi amonium nitrat terhadap volume
kalus (Interaction effect of basic medium and ammonium nitrate concentrations on callus volume)
Konsentrasi amonium nitrat Medium dasar (Basic medium)
(Concentration of ammonium nitrate), mg/l % WT %, NWT NWT
750 119 be 185 a 65D
550 56d 144 ab 78 ab
413 64 cd 135b 90 ab
206 171 ab 115b 24 ¢
103 205 a 98D 102 a
KK (CV), % 12,79 10,05 11,03
Tabel 8. Pengaruh interaksi antara medium dasar dan konsentrasi amonium nitrat terhadap jumlah
tunas per eksplan (JT) (Interaction effect of basic medium and ammonium nitrate concentrations
on number of shoots per explant)
Konsentrasi amonium nitrat Medium dasar (Basic medium)
(Concentration of ammonium nitrate), mg/1 % WT 1, NWT NWT
750 1,9¢ 1,8 ¢ 0,0b
550 1,1 cd 4,7a 0,0b
413 0,3d 30b 0,8 a
206 3,7b 1,8 ¢ 0,0b
103 52a 1,7¢ 0,0b
KK (CV), % 10,81 10,47 23,32
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Tabel 9. Pengaruh media terhadap penggandaan tunas hasil kultur anther (Effect of medium on shoot

multiplication derived from anther culture)

Media penggandaan ‘Waktu pembentukan Tinggi tunas
(MP) (Z?Iul_tgi[gﬂication tunas (Shoot initiation (g;:’nol:l’l; ;’l::;:;f, ) (Heigl%tg of shoot), &?:;?:L 3:;;;1)
medium) period), hari (days) cm
MP-1 16,5 ab 1,8 ab 0,7 ab 5,8 cd
MP-2 16,0 ab 25a 0,9 ab 6,8 bed
MP-3 11,5d 2,8a 1,2a 9,3a
MP-4 12,0d 2,5a 12a 7,3 abc
MP-5 12,8 cd 2.8a 1,2a 8,3 ab
MP-6 15,3 be 1,8 ab 0,8 ab 7,3 abc
MP-7 16,3 ab 1,8 ab 0,7 ab 5,0d
MP-8 19,0 a 1,3b 0,6 b 4,.8d
KK (CV), % 8,64 19,05 18,48 13,32

menunjang keberhasilan kultur jaringan. Pada kultur
anther Anthurium, konsentrasi amonium nitrat yang
diturunkan dari 750 mg/l menjadi 205 mg/l pada
NWT merupakan konsentrasi yang sesuai untuk
pembentukan kalus.

Pada medium 2 WT dengan 103 mg/l amonium
nitrat dan 2 NWT dengan 550 mg/l amonium
nitrat merupakan kombinasi terbaik bagi respons
pertumbuhan dan regenerasi kalus yang optimal.
Hasil ini menunjukkan bahwa konsentrasi amonium
nitrat yang rendah dalam medium dasar sesuai untuk
pembentukan, pertumbuhan, dan regenerasi kalus pada
kultur anther Anthurium. Pada kultur anther poplar
medium yang sesuai adalah WPM dengan 400 mg/1
amonium nitrat (Uddin et al. 1988), medium Tsay
(1996) dengan 1650 mg/l amonium nitrat sesuai untuk
kultur anther asparagus (Tsay et al. 1982), dan medium
Nichterlein tanpa amonium nitrat sesuai untuk kultur
anther L. usitatissimum (Nichterlein ef al. 1991, Chen
et al. 1998).

Pengaruh Media terhadap Penggandaan Tunas
Hasil Kultur Anther

Pada percobaan ini inisiasi pembentukan tunas
mulai terlihat 10 hari setelah kultur. Kecepatan inisiasi
tunas dan pembentukan tunas yang optimal dampak
aplikasi TDZ juga dilaporkan oleh Chen ef al. (2004)
pada Paphiopedilum dan Fei et al. (2009) pada Lilium
davidii. Pertumbuhan tunas pada percobaan ini tidak
sebaik pada hasil percobaan sebelumnya (Winarto et
al. 2011). Hal ini dimungkinkan terjadi karena tunas
yang berhasil diregenerasi pada percobaan ini dominan
adalah tunas haploid sama seperti yang dilaporkan pada
penelitian peningkatan pertumbuhan dan regenerasi
tunas hasil kultur Anthurium (Winarto 2011). Pada
percobaan ini pembentukan kalus pada bagian pangkal
tunas merupakan efek menarik yang dipengaruhi
oleh keberadaan hormon TDZ. Pembentukan kalus
inilah yang diduga juga menghambat penggandaan
tunas. Dampaknya jumlah tunas yang dihasilkan pada
percobaan ini hanya berkisar 0—4 tunas per eksplan.

Media penggandaan yang diuji dalam percobaan
ini memberikan pengaruh yang nyata terhadap jumlah
dan kondisi tunas yang dihasilkan. MP-3 merupakan
medium yang mampu menginduksi penggandaan
tunas dengan pertumbuhan yang terbaik dibanding
dengan media yang lain. Medium ini menginduksi
waktu inisiasi tunas tercepat, jumlah dan tinggi tunas
yang maksimal dengan jumlah daun terbanyak (Tabel
9, Gambar 1E). Hasil yang lebih maksimal dilaporkan
pada medium NWT yang ditambah dengan 0,25
mg/l1 2,4-D, 0,02 mg/l NAA, 1,5 mg/l TDZ, dan 0,75
mg/l BAP (Winarto et al. 2011). Perlakuan ini juga
menginduksi pembentukan kalus terbanyak dibanding
perlakuan yang lain. Aplikasi hormon BAP dan NAA
pada percobaan ini tidak memberi pengaruh yang
maksimal dalam penggandaan tunas, sedangkan
medium tanpa hormon memberi hasil terendah dalam
penggandaan tunas.

Tunas hasil percobaan tumbuh membentuk planlet
dengan akar yang cukup banyak pada medium 2 WT
yang ditambah dengan 0,2 mg/l NAA. Pada percobaan
sebelumnya pengakaran tanaman haploid ditemukan
optimal pada medium MS yang ditambah dengan 0,2
mg/l BAP dan 0,02 mg/l NAA (Winarto 2011) dan
NWT yang ditambah dengan 0,2 mg/l NAA dan 1 mg/l
kinetin (Winarto et al. 2011). Meski pembentukan akar
pada percobaan ini tidak seoptimal pada percobaan
sebelumnya, namun planlet yang dihasilkan dalam
percobaan ini juga mudah untuk diaklimatisasi. Secara
keseluruhan percobaan ini berhasil menginduksi
pembentukan kalus dari anther Anthurium, hingga
regenerasi dan penggandaan tunas menggunakan
perlakuan media dasar, konsentrasi amonium nitrat,
dan hormon.

KESIMPULAN DAN SARAN

1. Jenis medium dasar dan konsentrasi amonium nitrat
memiliki pengaruh yang nyata terhadap induksi
pembentukan kalus dan pembentukan tunas.
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2.

Kombinasi konsentrasi 750 mg/l dan medium %2
WT berpengaruh terbaik pada potensi tumbuh
anther mencapai 54%, regenerasi anther 38% dan
2,3 kalus per perlakuan dibandingkan dengan
kombinasi perlakuan lainnya.

Kombinasi medium 2 WT dan 205 mg/l amonium
nitrat merupakan kombinasi perlakuan terbaik
untuk pertumbuhan kalus dan pembentukan tunas
dengan pertumbuhan kalus mencapai 205 mm?
dengan jumlah tunas terbanyak mencapai 5,2 tunas
per eksplan.

MP-3, (1,5 mg/l TDZ, 1,0 mg/l BAP, dan 0,01
mg/l NAA) merupakan kombinasi hormon yang
sesuai untuk penggandaan tunas hasil kultur anther
Anthurium.

Medium 2 WT yang ditambah dengan 0,2 mg/I
NAA dapat digunakan untuk pengakaran tunas.
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