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ABSTRAK. Perakitan varietas unggul baru Vanda beraroma wangi telah dilakukan dan menghasilkan beberapa klon yang
terseleksi. Untuk menunjang pelepasan klon-klon terseleksi tersebut diperlukan ketersediaan bibit yang cukup dan perbanyakan
bibit melalui induksi embriogenesis somatik dapat menjadi alternatif terbaik. Studi embriogenesis klon-klon Vanda hasil persilangan
Vanda tricolor x [(Vanda Patao x Vanda Jenny Hashimoto) x Ascocenda Peggy Foo secara in vitro dalam rangka penyediaan bibit
berkualitas dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan, Balai Penelitian Tanaman Hias, dari Bulan Januari 2010 hingga Desember
2011. Delapan belas klon Vanda, tiga teknik sterilisasi (TS-1, TS-2, dan TS-3), empat jenis eksplan (JE-1, JE-2, JE-3, dan JE-4),
tiga kondisi inkubasi (KI-1, KI-2, dan KI-3), empat kombinasi konsentrasi asam 2,4-diklorofenoksi asetat (2,4-D)- Tidiazuron
(TDZ) (KK-1, KK-2, KK-3, dan KK-4), dan 16 jenis media (variasi MI, MP, dan MK) digunakan dan diuji dalam penelitian ini
menggunakan rancangan acak kelompok (RAK) dan RAK faktorial dengan empat ulangan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
terdapat tujuh klon yaitu V2-17, V2-21, V2-43, V2-10-1, V2-10-2, V2-2010-1, dan V2-2010-3 dengan kemampuan membentuk
kalus embriogenik yang hampir sama dengan rerata persentase pembentukan kalus mencapai 25% dan skor pembentukan kalus
+++. Medium 2 Murashige & Skoog (MS) yang ditambah dengan 1 mg/l TDZ, 0,5 mg/l benzylaminopurine (BAP), 2% sukrosa
(MI-1), dan 0,05% HgCl, selama 10 menit yang diikuti oleh pembilasan dengan air steril 5-6 kali (masing-masing 5 menit) (TS-3)
merupakan medium inisiasi dan teknik sterilisasi yang sesuai untuk embriogenesis klon-klon Vanda. Variasi media MI-1 diperbaiki
dan menghasilkan medium 2 MS yang ditambah dengan 10 mg/l (2,4-D), 1 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BAP, 1 mg/] asam asetat-3-indol
(IAA), dan 3% sukrosa (MP-2). Variasi media MP-2 mampu menginduksi pembentukan embrio (tahap akhir globular/koleoptilar)
hingga 18 embrio per eksplan pada nodus tangkai bunga (JE-3). Kombinasi konsentrasi 2,5 mg/l 2,4-D dengan 5 mg/l TDZ (KK-
4) pada kondisi inkubasi intensitas cahaya rendah (KI-2) mampu menginduksi pembentukan kalus lebih cepat dengan persentase
pembentukan embrio mencapai 32% dan jumlah embrio hingga 20 embrio (tahap akhir globular/koleoptilar) per eksplan. Embrio
berkecambah dengan kualitas pertumbuhan tunas terbaik pada medium New Phalaenopsis yang ditambah 0,5 mg/l BAP (MK-5).
Media MK-5 mampu menekan pencoklatan eksplan turun hingga 1,3% dan meningkatkan persentase perkecambahan hingga 68%
dengan jumlah embrio berkecambah mencapai 17 embrio (tahap akhir globular/koleoptilar). Embrio yang berkecambah tumbuh baik
membentuk planlet pada medium NP yang ditambah 0,25 mg/l BAP. Keberhasilan induksi embriogenesis hingga pembentukan tunas
berkualitas pada studi ini dapat menjadi bahan pertimbangan pengembangan protocol embriogenesis pada anggrek Vanda yang lain.
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ABSTRACT. New superior variety engineering of fragrance Vanda has been carried out and resulted several selected clones. To
support the releasing and registering of them is needed availability of sufficient qualified seedling and seed propagation via somatic
embryogenesis induction can be used as the best alternative. I vitro embryogenesis studies of Vanda clones derived from hybridization
of Vanda tricolor x [(Vanda Patao x Vanda Jenny Hashimoto) x Ascocenda Peggy Foo] were carried out in Tissue Culture Laboratory,
Indonesian Ornamental Crops Research Institute from January 2010 till December 2011. Eighteen clones of Vanda, three sterilization
techniques (TS-1, TS-2, and TS-3), four explant types (JE-1, JE-2, JE-3, and JE-4), three incubation conditions (KI-1, KI-2, and KI-
3), four combination concentration of 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2.4-D)- thidiazuron (TDZ) (KK-1, KK-2, KK-3, and KK-4),
and 16 media (variation of MI, MP, and MK) were tested in the research. Randomized complete block design (RCBD) and factorial
RCBD with four replication were used in the study. Results of the study indicated that there were seven clones i.e. V2-17, V2-21,
V2-43,V2-10-1, V2-10-2, V2-2010-1, and V2-2010-3 having similar and high callus formation capacity with average of percentage
of callus formation up to 25% and score of callus formation up to +++. Half-strength Murashige & Skoog (MS) supplemented with
1 mg/l TDZ, 0.5 mg/l benzylaminopurine (BAP), and 2% sucrose (MI-1) and 0.05% HgCl, solution for 10 min. followed by rinsing
the explant 5-6 times (5 min each) (TS-3) were the appropriate initiation medium and sterilization technique for embryogenesis
of Vanda clones. Half-strength MS containing 10 mg/l 2.4-D, 1 mg/l TDZ, 0.5 mg/l BAP, 1 mg/l indole-3-acetic acid (IAA), and
3% sucrose (MP-2) was an improved medium of MI-1 stimulating embryo formation in late globular or coleoptilar stage up to
18 embryos per explant from nodus explant of flower stalk (JE-3). Combination concentration of 2.5 mg/1 2.4-D and 5 mg/

Germinated embryos with high quality shoot growth were determined on New Phalaenopsis medium augmented
(MK-5). The MK-5 reduced embryo browning down to 1.3% and increased percentage of embryo germination
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medium supplemented with 0.25 mg/l BAP. Success in induction of embryogenesis till establishment of well-shoot growth obtained
from the research can be used as one of important considerations in developing embryogenesis protocol on other Vanda orchids.
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Perakitan varietas unggul baru untuk menghasilkan
Vanda baru berumur genjah, bentuk bunga dan
warna bunga yang menarik, rajin berbunga, jumlah
bunga per tangkai yang banyak, komposisi bunga
sesuai untuk rangkaian, dan aroma bunga wangi telah
dilakukan oleh Balai Penelitian Tanaman Hias sejak
tahun 2006 (Dewanti et al. 2010). Berbagai persilangan
menggunakan Vanda tricolor sebagai tetua yang
menurunkan karakter aroma wangi juga dilakukan dan
salah satunya ialah persilangan Vanda tricolor x [(Vanda
Patao x Vanda Jenny Hashimoto) x Ascocenda Peggy
Foo]. Dari hasil persilangan kedua tetua tersebut
dihasilkan beberapa klon terseleksi (V2-14, V2-17,
V2-19, V2-21, V2-42, V2-43, dan V2-49) yang
memiliki potensi untuk dilepas sebagai varietas unggul
baru Vanda. Selanjutnya perbanyakan dan penyiapan
bibit untuk tujuan tersebut harus segera dilakukan
dan perbanyakan melalui kultur jaringan merupakan
alternatif terbaik untuk mempersiapkannya.

Vanda merupakan anggrek monopodial dengan
dominasi tunas apikal sangat kuat pada pertumbuhannya
(Kisor & Devi 2009). Tunas lateral tidak dapat
tumbuh dengan baik jika dominasi apikal tersebut
tidak dihilangkan. Perbanyakan vegetatif anggrek
ini dilakukan dengan cara stek untuk menginduksi
tunas aksiler. Cara perbanyakan ini berlangsung
lambat dan materi perbanyakan terbatas. Anakan yang
dihasilkan hanya berkisar antara 4 sampai 6 anakan
per tahunnya (Goh 1990). Perbanyakan cara ini tidak
dapat diandalkan lagi untuk tujuan penyediaan bibit
berkualitas dalam jumlah yang besar, komersial pada
skala industri, dan untuk mendukung laju permintaan
pasar/konsumen akan produk yang berkualitas. Oleh
karena itu teknik perbanyakan cepat sangat dibutuhkan
untuk mendukung tujuan tersebut dan kultur jaringan
menjadi alternatif terbaik.

Aplikasi teknologi kultur jaringan pada anggrek
Vanda dengan respons dan hasil regenerasi yang
bervariasi dilakukan sejak tahun 1970-an dan
berkembang pesat hingga saat ini. Berbagai jenis Vanda
yang dikembangkan secara in vitro di antaranya ialah
Vanda Miss Joaquim (Goh 1970, Kunisaki et al. 1972),
V. insignis x V. tessellata (Teo et al. 1973), Vanda
coerulea Giff ex. Lindl (Seeni & Latha 2000, Malabadi
et al. 2004, Lang & Hang 2006), Vanda spatulata
(Decruse et al. 2003), Vanda testacea (Lindl.) Reichb.
f. (Kaur & Bhutani 2009), dan Aerides vandarum
Reichb.f x Vanda stangeana Reichb.f. (Kisor & Devi

2009). Media dasar yang digunakan bervariasi dari
medium White (Goh 1970), Vacin & Went (VW)
(Kunisaki et al. 1972, Sagawa & Kunisaki 1982,
Widiastoety 1985, Widiastoety et al. 1986, Malabadi
etal. 2004), Mitra (Seeni & Latha 1992, Decruse et al.
2003), dan Murashige & Skoog (MS) (Lang & Hang
2006). Pemanfaatan bahan organik seperti air kelapa
(10-15%), arang aktif (1-2%), kasein hidrolisat (0,5-2
g/1), glutamin (500 mg/1), pepton (250 mg/1), hingga
pemanfaatan hormon tanaman seperti benzyladenine
(BA, 1,0-2,0 mg/1), tidiazuron (TDZ, 0,3—-0,5 mg/1),
o-naphthaleneacetic acid (NAA, 0,1-1,0 mg/l) juga
digunakan dalam kultur in vitro Vanda. Sementara
daun, tunas ujung, tunas lateral, batang, dan akar,
digunakan sebagai sumber eksplannya.

Media yang sering diaplikasikan dalam kultur in
vitro Vanda ialah (1) medium VW ditambah 10%
air kelapa dan 2% sukrosa (Goh 1970, Kunisaki
et al. 1972, Teo et al. 1973, Sagawa & Kunisaki,
1982, Widiastoety 1985, Widiastoety et al. 1986),
(2) VW yang ditambah 1 mg/l NAA dan 1 mg/l BA
(Widiastoety 1985, Widiastoety et al. 1986), (3)
medium VW ditambah 10% air kelapa, 1 g/l pepton, 1,0
mg/l BAP, 1,0 mg/I NAA, dan 2% sukrosa (Malabadi et
al. 2004), dan %2 MS yang mengandung 0,3 mg/l TDZ
dan 0,1 mg/l NAA, 1 g/l pepton, 10% air kelapa, dan
3% sukrosa (Lang & Hang 2006). Kultur diinkubasi
pada kondisi inkubasi yang berbeda dengan (1) 12
jam fotoperiode di bawah lampu fluoresen dengan
intensitas 25-50 umol/m?/s pada suhu 254+2°C (Seeni
& Latha 1992, 2000, Decruse et al. 2003, Kaur &
Bhutani 2009) dan 12 jam fotoperiode di bawah lampu
fluoresen dengan intensitas 100 umol/m?/'s pada suhu
254+2°C dan kelembaban 55-60% (Malabadi et al.
2004), sedangkan desinfektan HgCl, 0,1%, dan NaOCl
1% yang dikombinasikan dengan air mengalir (15
menit hingga 1 jam), alkohol (70%, 30 detik), dan
streptomisin (0,1%) diaplikasikan untuk mendapatkan
kultur aseptik.

Berbagai studi terkait dengan teknik sterilisasi, jenis
eksplan, media, dan kondisi inkubasi telah dilaporkan
pada kultur in vitro beberapa jenis Vanda, tetapi studi
tersebut belum pernah dilaporkan pada kultur in vitro
klon-klon Vanda hasil persilangan V. tric
Patao x V. Jenny Hashimoto) x
Foo]. Penelitian bertujuan mendapfatia
teknologi embriogenesis klon Vdnda
V. tricolor x [(V. Patao x V.
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Ascocenda Peggy Foo]. Informasi dan teknologi
embriogenesis klon Vanda sejak pembentukan
kalus embriogenik hingga perkecambahannya dapat
dihasilkan melalui penelitian ini.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur
Jaringan, Balai Penelitian Tanaman Hias Segunung
(1100 m dpl.) dari Bulan Januari 2010 sampai dengan
Desember 2011.

Klon-klon Vanda hasil persilangan V. tricolor x
[(V. Patao x V. Jenny Hashimoto) x Ascocenda Peggy
Foo], yaitu: V2-8, V2-12, V2-14, V2-17, V2-19,
V2-21,V2-23, V2-35, V2-37, V2-39, V2-43, V2-44,
V2-51, V2-10-1, V2-10-2, V2-2010-1, V2-2010-3,
dan V2-2010-4. Klon-klon tersebut dipelihara secara
maksimal dengana cara penyiraman (1-2 hari sekali
pada pagi hari bergantung musim), pemupukan
dilakukan 1 minggu sekali pada pagi hari dengan
larutan campuran pupuk [Growmore 32-10-10 dan 10-
55-10 (0,8 g/l, Growmore, Gardena-Canada), Topsoil
(5 cc/4 1, Ayub & Sentosa-Indonesia), dan Biosugih
(5 cc/4 1, PT. Biosugih Cipta Sentosa-Indonesia)],
dan aplikasi campuran [streptomisin sulfat 20%;
0,8 g/1, PT-Mastalin Mandiri-Jakarta-Indonesia),
deltametrin 2,5%, 5 cc/4 1, Bayer Crop Science, Ltda-
Brasil), difenokonasol 250g, 5 cc/4 1,Syngenta Crop
Protection Canada Inc, Guelp), dan tiametoxam 25%,
0,8 g/1, Syngenta Crop Protection Canada, Inc Guelp)]
1 minggu sekali dilakukan untuk menghindarkan
tanaman dari serangan penyakit. Bahan tanaman yang
digunakan sebagai sumber eksplan ialah daun dari
tunas pucuk, tunas muda, tangkai bunga, dan akar,
yang diambil dari tanaman donor yang berumur 1-1,5
tahun. Daun muda dari tunas pucuk yang digunakan
ialah daun ke-2 dan 3, daun muda dari tunas muda
diambil dari tunas dengan tinggi 2-3 cm, tangkai
bunga dipanen dari tangkai bunga dengan 2—-3 kuncup
bunganya mekar.

Semua eksplan yang digunakan dalam penelitian
diberi praperlakuan dengan cara mengusap seluruh
permukaan eksplan secara merata dengan kapas
yang dibasahi alkohol 96%. Untuk eksplan yang
berupa tangkai bunga, setelah sterilisasi permukaan
tersebut, kuncup-kuncup bunga yang masih
menempel selanjutnya dibuang dengan cara dipotong
menggunakan pisau kultur. Setelah itu eksplan
diletakkan di bawah air mengalir selama 1,5-2 jam.
Setelah praperlakuan, eksplan selanjutnya disterilisasi
dengan larutan HgCl, 0,05% yang diberi beberapa
tetes Tween 20 selama 10 menit sambil digojok secara
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manual dengan tangan. Eksplan selanjutnya dibilas
dengan air destilasi steril enam kali masing-masing
5 menit.

Untuk eksplan daun muda dari tunas pucuk dan
akar disiapkan untuk kultur dengan cara memotong
bagian eksplan yang rusak akibat proses sterilisasi.
Eksplan dipotong dengan ukuran + 1-1,5 dengan
mengutamakan mengambil bagian yang lebih banyak
mengandung sel-sel muda.

Untuk eksplan daun muda yang berasal dari tunas
muda disiapkan dengan cara memotong bagian eksplan
yang rusak akibat sterilisasi dengan pisau kultur. Daun
yang melekat selanjutnya dibuka secara hati-hati
menggunakan pinset dengan cara mengupas lembar
demi lembar daun hingga bagian yang menempel pada
pucuk tunas. Daun-daun tersebut selanjutnya dibelah
menjadi dua pada bagian tengahnya. Potongan eksplan
inilah yang selanjutnya dikultur pada media kultur.

Untuk eksplan yang berasal dari tangkai bunga
dipersiapkan dengan cara memotong tiap tangkai
kuncup bunga pada bagian dasar hingga nampak
rata dengan tangkai bunga. Tiap nodus selanjutnya
dipotong dengan jarak 0,3-0,5 cm pada bagian atas
nodus dan 0,5-1,0 cm pada bagian bawah. Eksplan
selanjutnya dikultur pada media kultur yang diuji.

Eksplan yang telah dikultur dalam media uji
selanjutnya diinkubasi pada kondisi gelap dengan suhu
25+1°C selama 2 bulan atau hingga pembentukan kalus
dan mudah diamati. Inkubasi terang dilakukan pada
12 fotoperiode pada suhu yang sama di bawah lampu
fluoresen dengan intensitas 13-25 pmol/m?/s.

Studi Kemampuan Klon-klon Vanda Membentuk
Kalus Embriogenik

Studi kemampuan pembentukan kalus klon-klon
Vanda dilakukan untuk mengetahui variasi respons
klon Vanda dalam kultur in vitro. Delapan belas klon
Vanda (V2-8, V2-12, V2-14, V2-17, V2-19, V2-21,
V2-23, V2-35,V2-37, V2-39, V2-43, V2-44, V2-51,
V2-10-1, V2-10-2, V2-2010-1, V2-2010-3, dan V2-
2010-4) digunakan pada percobaan ini. Eksplan yang
digunakan ialah nodus yang dipanen dari tangkai
bunga. Eksplan selanjutnya ditanam pada medium -
MS yang mengandung 1 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BA, dan
3% sukrosa dan diinkubasi dalam ruang gelap selama
+ 2 bulan.

Pengaruh Media dan Teknik Sterilisasi terhadap
Embriogenesis Klon-klon Vanda

Media yang diuji dalam peneliti
(1) medium VW ditambah dengan/}
2% sukrosa tanpa hormon (MI-1




mg/l BAP, dan 0,5 mg/l NAA (MI-2), (3) medium VW
ditambah dengan 10% air kelapa, 2% sukrosa, 1,0
mg/l BAP, dan 1,0 mg/l NAA (MI-3), (4) medium %
MS (170 mg/l Na,HPO,) yang ditambah dengan 10%
air kelapa, 3% sukrosa, 0,3 mg/l TDZ, dan 0,1 mg/l
NAA (MI-4), dan (5) medium 2 MS yang ditambah
dengan 1,0 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BA, dan 2% sukrosa
(MI-5). Teknik sterilisasi yang diuji ialah (1) larutan
NaOCl (10, 5, dan 2%) (masing-masing 20 menit),
bilas dengan air steril dua kali (masing-masing 10
menit), alkohol 96% (2 menit), bilas air steril dua
kali (masing-masing 10 menit) (TS-1), (2) rifampicin
(600 mg/200 cc air steril) (24 jam), larutan sabun 1%
(30 menit), larutan pestisida 1% (benomil 50% dan
kanamisin sulfat 20%) (30 menit), bilas air steril dua
kali (masing-masing 5 menit), larutan NaOCl (10, 5,
dan 2%) (masing-masing 15 menit), bilas dengan air
steril lima kali (masing-masing 5 menit) (TS-2), dan
(larutan HgCI2 0,05% (10 menit), bilas dengan air steril
5-6 kali (masing-masing 5 menit) (TS-3). Eksplan
yang digunakan dalam percobaan ini ialah nodus yang
dipanen dari tangkai bunga klon-klon Vanda dengan
kemampuan pembentukan kalus yang relatif sama
(hasil percobaan 1).

Pengaruh Media dan Jenis Eksplan dalam
Embriogenesis Klon-klon Vanda

Medium '2 MS yang mengandung 1,0 mg/l TDZ,
0,5 mg/l BAP, dan 2% sukrosa (MI-1) merupakan
medium inisiasi yang paling potensial dikembangkan
dan diperbaiki. Medium tersebut diperbaiki dengan
meningkatkan konsentrasi hormon dan jumlahnya.
Media perbaikan (MP) yang diuji dalam percobaan ini
ialah (1) medium %2 MS yang mengandung 1,0 mg/I
TDZ, 0,5 mg/l BAP, dan 2% sukrosa (MP-1, sebagai
kontrol), (2) medium %2 MS yang mengandung 10
mg/l 2,4-D, 1,0 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BAP, 1,0 mg/1
IAA, dan 3% sukrosa (MP-2), (3) medium 2 MS
yang mengandung 10 mg/1 pikloram, 1,0 mg/l TDZ,
0,5 mg/l BAP, 1,0 mg/l IAA, dan 3% sukrosa (MP-3),
(4) medium %2 MS yang mengandung 25 mg/1 2,4-D,
1,0 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BAP, 2,5 mg/l IAA, dan 2%
sukrosa (MP-4),(5) medium 2 MS yang mengandung
25 mg/1 pikloram, 1,0 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BA, 2,5 mg/1
IAA, dan 2% sukrosa (MP-5), dan (6) medium 4 MS
yang mengandung 5 mg/l 2,4-D, 1,0 mg/l TDZ, 0,5
mg/l BAP, 0,5 mg/l IAA, dan 1% sukrosa (MP-6).

Jenis eksplan (JE) yang digunakan ialah (1) daun
muda dari tunas pucuk (JE-1), (2) daun muda dari tunas
muda (JE-2), (3) nodus tangkai bunga (JE-3), dan akar
muda (JE-4). Eksplan yang digunakan dipanen dari
klon-klon Vanda dengan kemampuan regenerasi yang
relatif sama (hasil percobaan 1). Eksplan disubkultur
setiap 1 bulan sekali pada medium yang sama hingga
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dua kali subkultur (2 bulan). Setelah 2 bulan inkubasi,
kalus yang teregenerasi disubkultur pada medium >
MS yang mengandung 0,25 mg/l BAP dan 1% sukrosa.

Pengaruh Kombinasi Konsentrasi 2,4-D-TDZ dan
Kondisi Inkubasi dalam Embriogenesis Klon-klon
Vanda

Media dasar yang digunakan ialah medium %2 MS
yang mengandung 0,5 mg/l BAP, 1,0 mg/l IAA, dan
3% sukrosa. Kombinasi konsentrasi 2,4-D-TDZ (KK)
yang diuji dalam percobaan ini ialah (1) 10 mg/12,4-D
dan 1 mg/l TDZ (KK-1), (2) 7,5 mg/l 2,4-D dan 1,5
mg/l TDZ (KK-2), (3) 5mg/12,4-D dan 2,5 mg/l TDZ
(KK-3),dan (4) 2,5 mg/1 2,4-D dan 5 mg/l TDZ (KK-4),
sedangkan kondisi inkubasi (KI) yang diuji ialah (1)
eksplan diinkubasi dan disubkultur dalam ruang gelap
secara terus-menerus (KI-1), (2) eksplan diinkubasi
dan disubkultur dua kali dalam ruang gelap, subkultur
dua kali dalam ruang dengan intensitas cahaya rendah
(+ 5 umol/m?s), dan ke cahaya normal (+ 25 pmol/
m?/s) (KI-2), dan (3) eksplan diinkubasi dan subkultur
sekali dalam ruang gelap, kemudian disubkultur dalam
ruang inkubasi terang dengan + 25 pmol/m?/s (KI-3).
Eksplan disubkultur setiap 15 hari sekali pada medium
yang sama hingga empat kali subkultur (2 bulan).
Setelah 2 bulan inkubasi, kalus yang teregenerasi
disubkultur pada medium 2 MS yang mengandung
0,25 mg/l BAP dan 1% sukrosa.

Rancangan percobaan yang digunakan pada
percobaan pertama ialah acak kelompok (RAK) dan
ketiga percobaan lainnya menggunakan RAK pola
faktorial dengan tiga kali ulangan. Tiap perlakuan
terdapat delapan eksplan yang dikultur.

Parameter yang diamati dalam percobaan ini ialah
(1) persentase kontaminasi eksplan (%), (2) persentase
pencoklatan eksplan, (3) persentase pembentukan
kalus (%). Pembentukan kalus dengan skor — sampai
dengan ++++; di mana — tidak ada pembentukan kalus,
+, pembentukan kalus berkisar antara 1-25% dari total
luas eksplan; ++, pembentukan kalus berkisar antara
26-50% dari total luas eksplan; +++, pembentukan
kalus berkisar antara 51-75% dari total luas eksplan,
dan ++++, pembentukan kalus lebih dari 75% dari total
luas eksplan, dan (4) jumlah embrio per eksplan pada
tahap globular. Pengamatan secara periodik setiap 1-2
hari sekali dilakukan untuk mengamati perubahan dan
pertumbuhan eksplan yang terjadi selama percobaan
berlangsung. Semua parameter diamati 2 bulan setelah
kultur.

Pengaruh Media terhadap Perkec
Klon-klon Vanda
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IAA) merupakan medium optimal untuk pembentukan
embrio. Medium tersebut diperbaiki dengan
menurunkan dan menghilangkan konsentrasi beberapa
hormon secara bertahap. Media perkecambahan (MK)
yang digunakan ialah (1) 1/2 MS yang ditambah
dengan 2,5 mg/l 2,4-D, 5 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BAP,
dan 1,0 mg/l IAA (MK-1), (2) 1/2 MS yang ditambah
dengan 1,25 mg/12,4-D, 2,5 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BAP,
dan 0,5 mg/l IAA (MK-2), (3) 1/2 MS yang ditambah
dengan 0,63 mg/12,4-D, 1,25 mg/I TDZ, 0,5 mg/l BAP,
dan 0,25 mg/l TAA (MK-3), 1/2 MS yang ditambah
dengan 0,5 mg/l BAP dan 0,13 mg/l IAA (MK-4),
dan medium New Phalaenopsis (NP) yang ditambah
dengan 0,5 mg/l BAP (MK-5). MP-5 diuji karena
berhasil digunakan untuk regenerasi embrio yang sulit/
lambat berkecambah pada embrio Phalaenopsis.

Rancangan percobaan yang digunakan ialah acak
lengkap dengan tiga kali ulangan. Tiap perlakuan
terdiri dari dua botol. Tiap botol berisi = 20 embrio
yang berada pada tahap akhir globular atau koleoptilar.

Parameter yang diamati ialah (1) persentase
pencoklatan embrio serta (2) persentase perkecambahan
embrio dan jumlah kecambah per perlakuan.
Pengamatan harian dilakukan untuk mengetahui
perubahan-perubahan yang terjadi selama percobaan
berlangsung. Pengambilan data akhir dilakukan 3 bulan
setelah kultur.

Analisis data yang terkumpul selama percobaan
menggunakan analisis varian (ANOVA) dengan
pengolah data SAS Release Window 9.1. Jika terdapat
perbedaan nyata antarperlakuan, maka nilai rerata
perlakuan diuji lanjut menggunakan uji Tukey taraf
5% (Mattjik & Sumertajaya 2006).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Studi Kemampuan Klon-klon Vanda Membentuk
Kalus Embriogenik

Hasil penelitian menunjukkan bahwa setiap klon
hasil persilangan V. tricolor x [(V. Patao x V. Jenny)
x Ascocenda Peggy Foo] memiliki kemampuan
pembentukan kalus yang berbeda. Kemampuan
pembentukan kalus dari klon-klon yang diuji berkisar
antara 0-38% dengan skor pembentukan kalus dari —
sampai dengan ++++. Dari 18 klon yang diuji terlihat
bahwa hanya tujuh klon yang mempunyai kemampuan
pembentukan kalus yang hampir sama, yaitu klon
V2-17,V2-21,V2-43,V2-10-1, V2-10-2, V2-2010-1,
dan V2-2010-3 (Gambar 1A-1D). Klon-klon tersebut
memiliki persentase pembentukan kalus mencapai
25-38% dengan skor pembentukan kalus +++/4+++
(Tabel 1). Pada studi awal pembentukan kalus terjadi
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mulai 1,5-2,5 bulan setelah kultur (BSK). Kalus yang
terbentuk umumnya tumbuh lambat dan mencapai
ukuran 0,3-0,5 cm pada 3—4 BSK dan dominan ialah
kalus kompak dan organogenik (Gambar 1A). Klon
dengan kemampuan regenerasi yang hampir sama
selanjutnya digunakan pada percobaan berikutnya.

Pengaruh Media dan Teknik Sterilisasi Eksplan
dalam Pembentukan Kalus Embriogenik Vanda

Dari pengamatan selama inkubasi eksplan diketahui
eksplan mulai membentuk kalus 1,5-2,0 BSK. Kalus
terus tumbuh dan mencapai ukuran 0,3-0,5 cm pada 3,5
BSK. Respons pertumbuhan eksplan terbaik umumnya
terlihat pada eksplan yang disterilisasi menggunakan
teknik sterilisasi 3 (larutan HgCl, 0,05% (10 menit),
bilas dengan air steril 5-6 kali masing-masing 5 menit)
dan dikultur pada medium MI-5 (medium %> MS yang
ditambah dengan 1,0 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BA, dan
2% sukrosa). Sementara eksplan yang disterilisasi
menggunakan kloroks sebagai desinfektan umumnya
mengalami pencoklatan dan mati.

Hasil analisis statistik diketahui bahwa perlakuan
media dan teknik sterilisasi eksplan memberi pengaruh
yang signifikan terhadap keberhasilan kultur irn vitro
klon-klon Vanda, namun kedua perlakuan tersebut
tidak menunjukkan pengaruh interaksinya. Pada
perlakuan media terlihat bahwa media MI-5 merupakan
medium yang paling sesuai untuk menunjang
keberhasilan kultur in vitro Vanda. Medium tersebut
memiliki persentase pembentukan kalus eksplan dan
jumlah embrio per eksplan tertinggi dan berbeda nyata
dengan media yang lain (Tabel 2), sedangkan TS
berbasis merkuri klorida (HgCl)) merupakan teknik
sterilisasi eksplan yang paling optimal dibanding
teknik lain. Perlakuan tersebut mampu mereduksi
kontaminasi hingga 15% dan pencoklatan eksplan
11%, serta meningkatkan persentase regenerasi hingga
13% dengan jumlah embrio per eksplan mencapai
1,1 (Tabel 3, Gambar 1G, dan 1H). Teknik sterilisasi
berbasis NaOCl umumnya menstimulasi kerusakan
sel dan jaringan tanaman lebih parah, meningkatkan
pencoklatan eksplan dengan kematian eksplan
mencapai 100% (Gambar 1E dan 1F).

Pengaruh Media Perbaikan dan Jenis Eksplan
terhadap Keberhasilan Embriogenesis Klon-klon
Vanda

Perbaikan medium MI-5 (medium 2 MS yang
ditambah dengan 1,0 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BA, dan 2%
sukrosa) yang dilakukan dengan menguba %jﬁ:‘&
sukrosa, dan konsentrasinya untuk j
beberapa eksplan yang berbeda me
yang signifikan dalam embriogene
Perubahan tersebut menstimulasi

N
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Gambar 1. Variasi hasil studi embriogenesis klon-klon Vanda Balithi, (A-D) kondisi kalus hasil inisiasi pada beberapa
klon Vanda Balithi (V2-17, V2-10-2, V2-2010-1, dan V2-2010-3) yang memiliki kemampuan pembentukan
kalus yang hampir sama, (E) kondisi eksplan pascasterilisasi menggunakan TS-1, (F) kondisi eksplan
pascasterilisasi dengan TS-2, (G) kondisi eksplan pascasterilisasi dengan TS-3, (H) kalus embriogenik
pada eksplan yang disterilisasi dengan TS-3, (I) eksplan daun dari pucuk tanaman induk, membengkak
tetapi tidak membentuk kalus, (J) daun muda dari tunas muda dengan kalus embriogenik/embrio, (K)
tangkai bunga dengan kalus embriogenik/embrio, (L) akar yang mengalami pencoklatan dan akhirnya
mati, (M) kalus embriogenik dari tangkai bunga yang diinkubasi pada kondisi gelap terus menerus (KI-1),
(N) kalus embriogenik dari tangkai bunga yang tumbuh lebih cepat pada kondisi inkubasi cahaya rendah
(KI-2), dan (O) kalus embriogenik dari tangkai bunga yang tumbuh pada kondisi inkubasi terang (KI-3).
(Result variation of study on embryogenesis of Balithi Vanda clones. (A-D) callus condition resulted from
initiation step on several Balithi Vanda clones (V2-17, V2-10-2, V2-2010-1 and V2-2010-3) having almost
similar in regeneration capacity, (E) explant condition after sterilization using TS-1, (F) explant condition
after sterilization using TS-2, (G) explant condition after sterilization using TS-3, (H) embryogenic calli de-
rived from explant sterilized by TS-3, (I) leaf explant from donor plant tip, swollen but no callus formation,
(J) embryogenic calli/embryos derived from young leaf harvested from young lateral shoot, (K) embryogenic
calli/fembryos derived from influorescen node, (L) browning on root explant leading to death of the explant,
(M) embryogenic calli from influorescen node incubated in dark condition continuously (KK-1), (N) embryo-
genic calli from influorescen node incubated in low light intensity condition (KK-2), and (O) embryogenic
calli from influorescen node incubated in normal light intensity condition (KK-3)). Bar hitam (black bars)
= 0,5 cm, bar putih (white bar) = 0,4 cm, bar merah (red bar) = 0,27 cm, bar biru (blue bars) = 0,62 cm

embriogenik yang lebih cepat, terutama pada eksplan mencapai ukuran 0,5 cm 2 BSK.
yang berasal dari daun muda yang dipanen dari dihasilkan bervariasi dari 1-25 £
tunas dan tangkai bunga. Kalus embriogenik mulai Embrio yang diamati pada taha
terbentuk 25-35 HSK. Kalus terus bertumbuh dan globular.
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Tabel 1. Perbedaan kemampuan pembentukan kalus klon-klon Vanda hasil persilangan V. tricolor x [(V.
Patao x V. Jenny Hashimoto) x Ascocenda Peggy Foo] dalam kultur in vitro (Different in vitro calus
formation capacity of Vanda clones derived from hybridization of V. tricolor x [(V. Patao x V. Jenny

Hashimoto) x Ascocenda Peggy Foo])

Klon Vanda Persentase pembentukan kalus Skor pembentukan kalus
(Vanda clones) (Percentage of callus formation), % (Score of callus formation)
V2-8 16,0 cd +/++
V2-12 Oe -
V2-14 Oe -
V2-17 24,5 abc +H/+++
V2-19 Oe -
V2-21 19,0 bed +++
V2-23 Oe -
V2-35 Oe R
V2-37 Oe -
V2-39 Oe -
V2-43 28,3 abc /A
V2-44 Oe -
V2-51 Oe -
V2-10-1 22,0 abc +++
V2-10-2 25,3 abc ++
V2-2010-1 25,0 abc +++
V2-2010-3 31,5a /A
V2-2010-4 9,8 de -+
KK (CV), % 17,12

Jumlah eksplan yang dikultur dan diamati rerata ialah delapan eksplan. Dalam pengolahan statistik data ditransformasi menggunakan trans-
formasi akar kuadrat (Gaspersz 1991). Eksplan yang digunakan adalah nodus tangkai bunga, kultur diulang tiga kali. Skor kalus dimulai
dari — sampai dengan ++++, di mana - tidak ada pembentukan kalus; +, pembentukan kalus berkisar antara 1-25% dari total luas eksplan;
++, pembentukan kalus berkisar antara 26-50% dari total luas eksplan; +++, pembentukan kalus berkisar antara 51-75% dari total luas
eksplan, dan ++++, pembentukan kalus lebih dari 75% dari total luas eksplan. (Number of explants cultured and observed in average was
eight explants. Data were transformed using square root, the explant used in the study was flower nodes, the culture was repeated three
times. Score of callus formation was — to ++++, where - there was no callus formation, + callus formed was between 1-26% from total
area of explant, ++ callus formed was 26-50% from total area of explant, +++ callus formed was 51-75% from total area of explant, and
++++ callus formed was more than 75% from total area of explant). Angka rerata yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang
sama tidak berbeda nyata berdasarkan uji tukey taraf 5% (Mean followed by the same letter in the same column are not significantly diffe-
rent based on tukey test (p=0.05))

Tabel 2. Pengaruh media terhadap keberhasilan induksi kalus embriogenik Vanda (Effect of media on suc-
cess of embryogenic callus induction of Vanda)

Persentase eksplan (Percentage of explant), %

Jumlah embrio per eksplan

(1]\;/[,[23,1-;,1:;) Kontaminasi Pencoklatan I;{zr;:;;e(rg:};;: (Number of embryo per
(Contamination) (Browning) . explant)
formation)
M-1 56,3 a 440 a 22¢ 0,0b
M-2 543 a 50,2 a 6,5 bc 0,0b
M-3 56,5 a 50,3 a 8,7 abc 0,0b
M-4 482 a 398 a 15,0 ab 0,6 b
M-5 56,5 a 50,3 a 16,8 a 29a
KK (CV), % 13,59 15,15 16,60 18,55

Embrio yang dihitung berada pada tahap globular. Data yang tidak menyebar normal ditransformasi menggunakan akar kuadrat. MI-1, me-
dium VW ditambah dengan 10% air kelapa (Embryo wich calculate be on globular level. The data wich not normal spread was transformed
using square rool. MI-1, vw medium added with 10% of coconut water)

Perlakuan media perbaikan dan jenis eksplan IAA, dan 3% sukrosa) merupakan medium terbaik
memberikan pengaruh yang nyata terhadap keberhasilan dalam embriogenesis klon-klon Vanda dan berbeda
embriogenesis klon-klon Vanda. Pengaruh interaksi nyata dengan medium yang lain. Medium tersebut
kedua perlakuan juga terlihat nyata pada jumlah embrio menunjukkan persentase kontaminasi
yang dihasilkan dimana jenis eksplan memberikan terendah (6%), dan persentase reg
pengaruh yang lebih besar dibanding media perbaikan. (12%) dengan jumlah embrio per

MP-2 (medium % MS yang mengandung 10 7,7 embrio (Tabel 4). Daun yang /di
mg/l 2,4-D, 1,0 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BAP, 1,0 mg/l muda merupakan jenis eksplan
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Tabel 3. Pengaruh teknik sterilisasi terhadap keberhasilan induksi kalus embriogenik Vanda (Effect of
sterilization techniques on success of embryogenic callus induction of Vanda)

Persentase eksplan (Percentage of explant), % Jumlah embrio per

Teknik sterilisasi

(Sterilization technique) Kontaminasi Pencoklatan Pembentukan kalus  eksplan (Number of
(Contamination) (Browning) (Callus formation) embryo per explant)

TS-1 93,8a 853 a 2,6 b 0,3a

TS-2 51,6 b 423D 10,9 a 0,7a

TS-3 14,7 ¢ 11,0 ¢ 13,4a I,1a

KK (CV), % 13,59 15,15 16,60 18,55

Tabel 4. Pengaruh media terhadap keberhasilan induksi kalus embriogenik Vanda (Effect of media on suc-
cess of embryogenic callus induction of Vanda)

Persentase eksplan (Percentage of explant ), %

Medium perbaikan Jumlah embrio per eksplan
(Improved-medium) Kontaminasi  Pencoklatan Pem{:gﬂ:;lkﬂn (Number of embryo per
(MP (Contamination)  (Browning) (Collus formation) explant)

MP-1 10,6 a 29,5a 7,8 ab 22b
MP-2 58a 276a 11,8 a 7,7 a
MP-3 13,8 a 293 a 6,3 ab 1,4 be
MP-4 7,8 a 320a 43Db 0,7 be
MP-5 9,4a 314 a 33b 0,0c
MP-6 114a 294 a 2,1b 0,0c
KK (CV), % 19,34 18,01 18,52 15,99

Tabel 5. Pengarubh jenis eksplan terhadap keberhasilan induksi kalus embriogenik Vanda (Effect of explants
types on success of embryogenic callus induction of Vanda)

Persentase eksplan (Percentage of explant), %

Jenis eksplan Jumlah embrio per eksplan
(Explan t)lz) es) Kontaminasi  Pencoklatan ~ Fembentukan (Number of emb [o) er e)? lant)
4 4 (Contamination) (Browning) kalus (Callus PO 4
8 formation)
JE-1 3,7b 33b 0,0b 0,0b
JE-2 16,7 a 9,2b 12,5a 34a
JE-3 11,2 ab 9,0b 112a 4,6 a
JE-4 7,6 b 98,0 a 0,0b 0,0b
KK (CV), % 19,34 18,01 18,52 15,99

Embrio yang dihitung berada pada tahap globular. Data yang tidak menyebar normal ditransformasi menggunakan akar kuadrat. JE-1, daun
muda dari tunas pucuk, JE-2, daun muda dari tunas muda, JE-3, nodus tangkai bunga, dan JE-4, akar muda (Embryos calculated in the stage
were in globular stage. Abnormal distribution of data was transformed using square root. JE-1, young leaves from terminal shoots, JE-2,
young leaves from lateral shoots, JE-3, nodus from flower stalk, and JE-4, young roots)

Tabel 6. Pengaruh interaksi jenis eksplan dan me- persentase regenerasi tertinggi, namun jumlah embrio
dia perbaikan terhadap jumlah embrio per eksplan tertinggi ditunjukkan oleh eksplan yang
per eksplan (Interaction effect of explant berasal dari tangkai bunga (Tabel 5, Gambar 1J dan
types and improved media on number of 1K). Daun muda yang dipanen dari tunas pucuk
embryos produced per explant) tanaman induk, kontaminasi rendah, membengkak,

Media perbaikan — jenis eksplan (Explant type) tetapi tidak membentuk kalus (Gambar 11), sedangkan
(Improved-medium) . . .
MP JE-1 JE-2 JE-3 JEA4 tangkai bunga yang dikultur pada MP-2 menunjukkan
MP-1 0,0a 43D 45b 00a inasi i i i i
NP2 00a 1282 180a 004 kombmgm terbaik dalam rpenghasﬂkan jumlah embrio
MP-3 00a 25bc 33b 00a tertinggi dengan 18 embrio per eksplan (Tabel 6).
MP-4 0,0 a 1,0c ,L8b 0,0a 1 . . .
MP-5 00a 00¢ 0.0b 00a Hal menarik yang juga ditemukan
MP-6 00a 00c¢ 00b 00a ini ialah tingginya pencoklatan
KK (CV), % - 18.81 20,00 - eksplan akar (Gambar 1L). Serat
Data yang tidak menyebar normal ditransformasi menggunakan berasal dari akar mengalami pe

kar kuadrat (4b [ distributi dat t d us- . g =
?n ;rs q;;l?zreraro(o 5 normal distribution of data was transformed us parah. Produksi fenol yang t o
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Tabel 7. Pengaruh kombinasi konsentrasi 2,4-D-TDZ terhadap keberhasilan induksi kalus embriogenik
Vanda (Effect of 2.4-D-TDZ combination concentrations on success of embryogenic callus induction
of Vanda)

Kombinasi konsentrasi 2,4-D-TDZ
(2.4-D-TDZ combination

‘Waktu pembentukan

Persentase pembentukan
kalus (Time of callus

Jumlah embrio per
kalus (Percentage of

eksplan(Number of

concentration) (KK) formation) Hari (Days) callus formation), % embryo per explant)
KK-1 29,2 b 21,1b 43¢
KK-2 36,4a 1490 23¢
KK-3 29,6 b 22,1b 7,6 b
KK-4 20,5 ¢ 32,6a 14,0 a
KK (CV), % 11,70 17,83 13,55

Tabel 8. Pengaruh kondisi inkubasi terhadap keberhasilan induksi kalus embriogenik Vanda (Effect of
incubation condition on success of embryogenic callus induction of Vanda)

Kondisi inkubasi Waktu pembentukan kalus Persentase pembentukan Jumlah embrio per

(Condition of incubation) (Time of callus formation) kalus (Percentage of callus eksplan(Number of
Hari (Days) formation), % embryo per explant)

KI-1 29,1a 20,6 a 59b

KI-2 29,8 a 222a 9,8a

KI-3 27,8 a 252 a 54b

KK (CV), % 11,70 17,83 13,55

Tabel 9. Pengaruh interaksi kombinasi konsentrasi 2,4-D-TDZ dan kondisi inkubasi terhadap jumlah
embrio per eksplan (Interaction effect of combination concentration of 2.4-D-TDZ and incubation
condition on number of embryos produced per explant)

Kondisi inkubasi

Kombinasi konsentrasi 2,4-D-TDZ
(Combination concentration of 2.4-D- TDZ) (KK)

(Condition of incubation)
KI

KK-1 KK-2 KK-3 KK-4
KI-1 4,0b 2,82 58b 11,3b
KI-2 58a 2,82 10,8 a 20.0 a
KI-3 3.0b 1.5a 63b 10.8 b
KK (CV), % 9,35 21,88 12,73 10,55

umumnya mulai teramati 2 jam setelah kultur. Produksi
fenol yang tinggi dan diikuti oleh pencoklatan yang
terjadi pada seluruh bagian eksplan dapat diamati 5
hari setelah kultur (HSK). Fenol yang dihasilkan pada
eksplan ini umumnya didifusikan ke dalam medium
dan menyebabkan perubahan warna media dari bening
ke coklat muda, coklat tua, dan hitam.

Pengaruh Kombinasi Konsentrasi 2,4-D-TDZ dan
Kondisi Inkubasi terhadap Embriogenesis Klon-
klon Vanda

Optimasi kombinasi konsentrasi 2,4-D-TDZ pada
medium MP-2 memberi pengaruh yang besar dalam
embriogenesis klon-klon Vanda. Pengaruh tersebut
terlihat jelas pada perubahan waktu pembentukan kalus
dan jumlah embrio yang dihasilkan. Pada percobaan ini
kalus embriogenik mulai terbentuk 17-25 HSK. Kalus
bertumbuh dalam bentuk dan ukuran dan menghasilkan
embrio hingga 25 embrio per eksplan. Embrio yang
diamati pada tahap ini berada pada tahap globular.

Kombinasi konsentrasi 2,4-D-TDZ dan kondisi
inkubasi memberi pengaruh yang nyata terhadap
keberhasilan embriogenesis klon-klon Vanda. Kedua
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perlakuan tersebut juga memberikan pengaruh
interaksi yang nyata pada jumlah embrio yang
dihasilkan. KK-4 (2,5 mg/l 2,4-D dan 5 mg/l TDZ)
merupakan kombinasi konsentrasi 2,4-D-TDZ yang
optimal dalam embriogenesis Vanda. Perlakuan
tersebut menstimulasi pembentukan kalus embriogenik
lebih cepat, persentase regenerasi yang tertinggi
dengan jumlah embrio per eksplan terbanyak (Tabel
7). Selanjutnya KI-2 (inkubasi dan subkultur dua kali
dalam ruang gelap, subkultur dua kali dalam ruang
dengan intensitas cahaya rendah (+ 5 pmol/m?s),
dan ke cahaya normal (+ 25 umol/m?*/s)) merupakan
kondisi inkubasi yang sesuai untuk pertumbuhan kalus
embriogenik dalam membentuk embrio. Perlakuan ini
mampu menstimulasi pembentukan embrio hingga 9,8
embrio dan berbeda nyata dengan perlakuan yang lain
(Tabel 8). Pertumbuhan kalus embriogenik pada KI-1
(ruang gelap secara terus-menerus) putih pucat dan

lambat (Gambar 1M), sementara pada KI-3 _inku-basl\
S ——

disubkultur dalam ruang inkubasi tera
25 umol/m?/s) berwarna hijau gelap/dab‘a
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Tabel 10. Pengaruh media terhadap perkecambahan embrio klon Vanda (Effect of medium on germinating

embryos of Vanda clones)

Jumlah embrio

Media Pencoklatan embrio Perkecambahan embrio berkecambah (Number
. . o . P
(Medium) (Embryo browning), % (Germinated embryos), % of germinated embryos)
MP-1 423 a 12,7d 3,0d
MP-2 29,7b 27,7 ¢ 8,3c¢c
MP-3 18,7 bc 41,7b 10,7 ¢
MP-4 11,0 cd 583 a 140b
MP-5 1,3d 68,0 a 17,3 a
KK (CV), % 20,60 11,27 8,02

Keterangan (Notes): 2 MS yang ditambah dengan 2,5 mg/l 2,4-D, 5 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BAP dan 1,0 mg/l IAA (MP-1), /2 MS yang di-
tambah dengan 1,25 mg/1 2,4-D, 2,5 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BAP dan 0,5 mg/l IAA (MP-2), %> MS yang ditambah dengan 0,63 mg/1 2,4-D,
1,25 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BAP, dan 0,25 mg/l IAA (MP-3), /> MS yang ditambah dengan 0,5 mg/l BAP dan 0,13 mg/l IAA (MP-4), dan
medium New Phalaenopsis (NP) yang ditambah dengan 0,5 mg/l BAP (MP-5) (Half-strength MS supplemented with 2.5 mg/l 2.4-D, 5 mg/l
TDZ, 0.5 mg/l BAP and 1.0 mg/l [AA (MP-1), half-strength MS containing 1.25 mg/l 2.4-D, 2.5 mg/l TDZ, 0.5 mg/l BAP and 0.5 mg/l [AA
(MP-2), half-strength MS supplemented with 0.63 mg/l 2.4-D, 1.25 mg/l TDZ, 0.5 mg/l BAP and 0.25 mg/l IAA (MP-3), half-strength MS
augmented with 0.5 mg/l BAP and 0.13 mg/l IAA (MP-4), and New Phalaenopsis (NP) containing 0.5 mg/l BAP (MP-5))

dengan jumlah embrio per eksplan mencapai 20 embrio
(Tabel 9, Gambar 1N).

Pengaruh Media terhadap Perkecambahan Embrio
Klon Vanda

Perkecambahan embrio membentuk tunas berdaun
mulai terlihat jelas 20-30 HSK, terutama pada
embrio yang dikultur pada medium MP-5 dan MP-4.
Embrio yang berkecambah terus bertumbuh hingga
membentuk daun sempurna (2—4 daun) 2,5-3,0 BSK.
Pencoklatan embrio merupakan hal penting yang
diamati dalam percobaan ini. Pencoklatan embrio
umumnya ditemukan pada embrio yang dikultur pada
medium yang masih mengandung 2,4-D dan TDZ (MP-
1, MP-2, dan MP-3). Pencoklatan umumnya mulai
diamati 10-15 HSK. yang dimulai dari perubahan
warna embrio dari hijau ke hijau kekuningan, hijau
kekuningan menjadi kecoklatan, dan kemudian coklat
tua/hitam sebagai indikator kematian embrio.

Perlakuan media memberi pengaruh yang nyata
terhadap perkecambahan embrio. MP-5 merupakan
medium perkecambahan embrio yang paling optimal.
Medium tersebut mampu menekan pencoklatan turun
hingga 1,3%, meningkatkan perkecambahan hingga
68% dengan jumlah embrio berkecambah mencapai
17,3 (Tabel 10). Medium dengan kemampuan yang
hampir sama juga ditunjukkan oleh medium MP-4,
sedangkan medium MP-1, MP-2, dan MP-3 yang masih
mengandung 2,4-D dan TDZ memiliki pencoklatan
eksplan dengan persentase yang tinggi. Perlakuan
tersebut juga memiliki persentase perkecambahan dan
jumlah embrio berkecambah yang rendah.

Embrio yang berkecambah dengan 2-4 daun
selanjutnya disubkultur pada medium %2 MS atau NP
yang ditambah dengan 0,25 mg/l BAP, atau medium
%> MS dengan konsentrasi vitamin yang digandakan.
Pertumbuhan embrio berkecambah makin bertambah

besar dengan ukuran daun (panjang-lebar) dan tinggi
tunas yang makin bertambah. Pertumbuhan tunas klon
Vanda tergolong lambat. Pada 2 BSK, perubahan tunas
hanya terlihat pada perubahan ukuran. Meski lambat,
jumlah tunas dengan 2—-4 daun makin bertambabh.
Tumbuhnya akar juga belum dapat diamati hingga
tahap pembesaran tunas. Diduga pengakaran terjadi
setelah beberapa kali subkultur.

Satu kenyataan bahwa persilangan dua tanaman
induk menghasilkan segregasi turunan yang dihasilkan.
Segregasi tersebut tidak hanya terlihat pada penampilan
fenotip tanaman, pola pertumbuhan, warna, dan kondisi
bunga yang dihasilkan, tetapi segregasi tersebut juga
ditunjukkan oleh kemampuan regenerasi yang berbeda
dari klon-klon Vanda hasil persilangan V. tricolor x [(V.
Patao x V. Jenny Hashimoto) x Ascocenda Peggy Foo]
dalam kultur in vitro. Perbedaan tersebut ditunjukkan
oleh persentase regenerasi eksplan dan kemampuannya
menghasilkan kalus. Variasi respons beberapa tanaman
atau varietas dalam kultur in vitro banyak dilaporkan
pada Phalaenopsis (Tokuhara & Mii 2001, 2003,
Park et al. 2002, Liu et al. 2006, Chen et al. 2009,
Gow et al. 2008, 2009). Phalaenopsis Reichentea
dilaporkan memiliki kemampuan menghasilkan
regeneran lebih tinggi (116 regeneran) dibanding P.
Littke Steve (41 regeneran), P Wedding March (40
regeneran), P Wedding Promenade (36 regeneran),
P. Snow Parade (21 regeneran), dan P. Hanaboushin
(14 regeneran) (Tokuhara & Mii 2001), namun dalam
pembentukan plb, P Snow Parade lebih baik dibanding
P. Wedding Promenade (Tokuhara & Mii 2003), P,
Tmny Sunshlne Annie dlbandmg P Talsuc rot

(Park et al. 2002), P Hwa Feng cJ I dlbaaﬁhg
Dorztaenopszs Mount Beauty d D‘ _s,R
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Gambar 2. Tahapan embriogenesis klon Vanda Balithi, (A) eksplan pada awal kultur, (B) eksplan yang
membengkak 20-25 HSK, (C) kalus yang terbentuk 35-45 HSK, (D) pertumbuhan kalus em-
briogenik 50-65 HSK, (E) pertumbuhan kalus embriogenik 1,5-2 bulan pada inkubasi terang,
(F) embrio berkecambah pada medium MK-5 1,5 BSK, (G) embrio berkecambah dengan 2—4
daun 3 BSK, dan (H) tunas yang telah disubkultur pada medium NP dengan 0,25 mg/l BAP 1
BSK dan mulai membentuk akar (Embryogenesis steps of Vanda Balithi clones. (A) explant in
initial culture, (B) swollen explant 20-25 days after culture, (C) callus formed 35-45 days after
culture, (D) embryogenic callus growth 50—65 days after culture, (E) callus growth 1.5 months
after light incubation, (F) germinated embryos 1.5 months after culture in MK-5 medium, (G)
germinated-embryos with 2—4 leaves 3 months after culture, and (H) subcultured-shoot individu-
ally on NP medium containing 0.25 mg/l BAP 1 month after culture and starting to produce root).
Bar putih (white bars) = 0.5 cm, bar hitam (black bars) = 0.38 cm, bar biru (blue bar) = 0.25 cm,

bar merah (red bars) = 0.3 cm

lebih baik dibanding P. amabilis, P. gigantea, P.
hieroglyphica, P. phillipinensis, P. schilleriana, P.
stuartiana, dan P. bellina (Chen et al. 2009), dan P .
amabilis lebih baik dibanding P. nebula (Gow et al.
2008, 2009).

Keberhasilan embriogenesis klon-klon Vanda
Balithi dipengaruhi oleh teknik sterilisasi, jenis
eksplan, kondisi inkubasi, dan jenis media yang
digunakan. Aplikasi NaOCI pada konsentrasi 10, 5,
dan 2% (formulasi) memberi pengaruh signifikan
terhadap persentase kontaminasi, pencoklatan eksplan
(nekrosis), dan respons eksplan dalam membentuk
kalus embriogenik (Tabel 3). Perlakuan tersebut
umumnya menimbulkan kerusakan dan stres eksplan
yang lebih besar, namun memiliki kapasitas yang lebih
rendah dalam membunuh kontaminan. Akibatnya
persentase kontaminasi dan nekrosis lebih tinggi,
sementara persentase regenerasi dan jumlah embrio
yang dihasilkan lebih rendah dibanding perlakuan
HgCl,. Hal tersebut menurut Moutia & Dookun (1999)
disebabkan efek NaOCI yang bersifat racun terhadap
sel tanaman, menyebabkan nekrosis hingga 100%,
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dan kematian sel. Efek negatif NaOCI dalam kultur in
vitro juga dilaporkan pada Cedrus atlantica Manetti
& C. libani A. Rich (Renau-Morata et al. 2005),
Scrophularia takesimensis (Sivanesan et al. 2008),
dan Rosa hybrida (Razavizadeh & Ehsanpour 2008).
Sementara 0,05% HgCl, merupakan desinfektan yang
sesuai dalam dalam embriogenesis klon-klon Vanda
Balithi. Keberhasilan aplikasi HgCl, pada konsentrasi
0,1% juga dilaporkan pada Renanthera imschootiana
(Seeni & Latha 1992), V. pteris (Begum et al. 2002),
V. spatulata (Decruse et al. 2003), V. corulea (Seeni &
Latha 2000, Malabadi et al. 2004, Lang & Han 20006),
dan hibrida Aerides vandarum x V. stangeana (Kisor
& Devi 2009).

Kontaminasi bakteri merupakan salah satu kendala
kritikal pada kultur in vitro klon-klon Vanda Balithi.
Menurut Kulkarni ef al. (2007) kontaminasi oleh
bakteri ini merupakan masalah serius datdn
in vitro tanaman. Bakteri kontaminan,d
vitro umumnya berasal dari famili Egferobactefia
dan genus Bacillus (Moutia & Doqk 999)/B




yang jumlahnya mencapai 60% (Hauwe & Swennen
1999), contohnya ialah Bacillus circulans (Morino et
al. 2009), sedangkan pencoklatan atau klorosis pada
penelitian ini merupakan dampak stres akibat efek
racun NaOClI. Stres tersebut menyebabkan produksi
senyawa fenolik eksplan meningkat (Tabiyeh et al.
2005), dengan adanya oksigen senyawa tersebut diubah
menjadi senyawa quinon (Ozygit ef al. 2007, Arnaldos
et al. 2008) dengan adanya enzim polifenoloksidase
(Laukkanen et al. 1999, Huang et al. 2002) atau
fenilalanin amonia lyase (Tabiyeh et al. 2005).
Cathecol diubah menjadi o-benzoquinon, hidroquinon
a p-benzoquinon, tyrosin a melanin, cystein a cystein-
quinon dan lain-lain (Marshall et al. 2000). Senyawa-
senyawa tersebut bersifat racun dan menyebabkan
terhentinya pergerakan protoplasma sel (Stom et al.
2006). Terhentinya pergerakan protoplasma ini berarti
terhentinya juga suplai bahan-bahan subseluler penting
penunjang aktivitas kehidupan sel, akibatnya sel/
jaringan/eksplan mengalami kematian.

Variasi jenis eksplan, variasi respons embriogenesis/
morfogenesisnya (Sharma & Rajam 1996, Teng 1999,
Leng et al. 2004, Mitchell et al. 2006). Hal ini juga
dibuktikan dalam kultur in vitro klon-klon Vanda
Balithi. Tangkai bunga dan daun muda dari tunas
merupakan eksplan yang paling potensial dalam
embriogenesis klon-klon tersebut dibanding daun
muda dari tanaman induk dan akar. Hipokotil lebih
baik dibanding kotiledon dan daun dalam kultur in
vitro Solanum tuberosum (Sharma & Rajam 1996).
Tangkai bunga lebih baik dibanding daun dan akar
dalam kultur in vitro Dionaea muscipula (Teng
1999). Eksplan nodus tanaman in vitro Spilanthes
acmella lebih baik dibanding tunas pucuk (Leng et
al.2004). Meristem pucuk lebih baik dibanding umbi
dan potongan batang dalam kultur in vitro Diocorea
cayenensis, D. rotundata, dan D. trifida (Mitchell et
al. 2006).

Media kultur yang memiliki peran penting dalam
menunjang keberhasilan kultur in vitro tanaman
juga terbukti dalam studi ini. Medium 2 MS yang
ditambah dengan 1,0 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BA, dan 2%
sukrosa (M-5) merupakan medium potensial dalam
embriogenesis klon-klon Vanda Balithi. Medium
M-5 tersebut diperbaiki kapasitas embriogenesisnya
melalui penambahan 10 mg/l 2,4-D, 1,0 mg/l IAA,
dan peningkatan konsentrasi sukrosa dari 2% menjadi
3% (MP-2). Perbaikan berikutnya dilakukan dengan
mengurangi konsentrasi 2,4-D dari 10 mg/l menjadi
2,5 mg/l dan meningkatkan konsentrasi TDZ
dari 1,0 mg/l menjadi 5 mg/l (KK-4). Perubahan
tersebut berpengaruh besar terhadap kecepatan dan
kemampuan medium dalam menginduksi kalus
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embriogenik dan pembentukan embrionya (Tabel 7, 8,
dan 9). Modifikasi dan perbaikan medium kultur untuk
mendapatkan respons eksplan yang lebih baik juga
dilakukan pada kultur in vitro Cymbidium aloifolium
(L.) Sw. dan Dendrobium nobile Lindl (Nayak et al.
2002), D. Chiangmai Pink (Chung et al. 2005), D.
Sonia (Martin & Madassery 2006), V. pteris (Begum
et al. 2002), V. corulea (Malabadi et al. 2004), V.
testacea (Kaur & Bhutani 2009), Phalaenopsis Little
Steve (Kuo et al. 2005), serta P. amabilis dan P. nebula
(Gow et al. 2008).

Medium 2 MS yang mengandung 2,5 mg/l 2,4-
D, 1 mg/l IAA, 5 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BAP, dan
3% sukrosa merupakan medium optimal untuk
embriogenesis klon-klon Vanda Balithi. Sementara
medium MS yang ditambah 2 mg/l BA, 1 mg/l NAA,
dan 3% sukrosa optimal untuk V. pteris (Begum et
al.2002), medium Mitra yang ditambah 44,4 uM BA
dengan 17,1 atau 28,5 uM TAA dan 2% sukrosa pada
V. spathulata (Decruse et al. 2003), medium Vacin &
Went yang ditambah 11,35 uM TDZ dan 3% sukrosa
untuk V. corulea (Malabadi et al. 2004), medium
Mitra yang ditambah 1 mg/l BAP dengan/atau tanpa
ditambah 1 mg/l NAA untuk V. testacea (Kaur &
Bhutani 2009) dan medium MS yang ditambah 2 mg/1
TDZ dan 2% sukrosa untuk hibrida Aerides vandarum
x V. stangeana (Kisor & Devi 2009).

Kondisi inkubasi 12 jam fotoperiode di bawah
lampu fluoresen dengan intensitas 25-50 pumol/
m?/s pada suhu 25+2°C (Seeni & Latha 1992, 2000,
Decruse et al. 2003, Kaur & Bhutani 2009) dan 12
jam fotoperiode di bawah lampu fluoresen dengan
intensitas 100 pmol/m?/s pada suhu 25+2°C dan
kelembaban 55-60% (Malabadi et al. 2004) yang
berhasil diaplikasikan dalam kultur in vitro V. corulea,
V. spatulata, V. testacea, dan hibrid Aerides vandarum
x V. stangeana tidak berpengaruh signifikan terhadap
embriogenesis klon-klon Vanda Balithi. Inkubasi
eksplan klon-klon tersebut pada kondisi terang
dapat menyebabkan tingginya insiden pencoklatan
eksplan, bahkan pada eksplan yang berasal dari akar,
pencoklatan mulai terjadi 1-2 jam setelah kultur dan
senyawa fenolik yang teroksidasi segera didifusikan
ke dalam media kultur. Kondisi inkubasi yang sesuai
untuk embriogenesis klon-klon tersebut ialah kondisi
gelap (1,5 bulan) pada tahap inisiasi kalus embriogenik
dan kondisi dengan intensitas cahaya rendah (1 bulan)
untuk regenerasi embrionya (KI-2, Tabel 9).

Perkecambahan embrio hingga pe_rg.\m.b.u.]%l\\
lanjut tunas optimal pada mediu : dan % . 3
yang ditambah dengan 0,5 mg/l BA Pe
perkecambahan dan pembentukadn datn
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UM IA A pada medium Mitra sesuai untuk V. spatulata
dan 1,0 mg/l BAP untuk V. testacea (Kaur & Bhutani
2009). Mempertahankan kultur embrio untuk tujuan
perkecambahan pada medium dengan 2,4-D dan TDZ
justru menurunkan persentase perkecambahan, jumlah
embrio berkecambah, namun meningkatkan persentase
pencoklatan dan kematian embrio. Pencoklatan embrio
dan tunas pada tahap ini diduga juga disebabkan
oleh munculnya senyawa fenolik yang bersifat
racun terhadap embrio, seperti yang juga dilaporkan
Vendrame et al. (2007) pada Doritaenopsis. Oksidasi
senyawa fenolik tersebut menyebabkan pencoklatan
dan kematian eksplan (Mulgund et al. 2011). Pengaruh
yang sama juga dilaporkan pada Paphiopedilum
philippenense (Chen et al. 2004), Cymbidium
aloifolium (L.) Sw., D. aphyllum (Roxb.) Fisch. dan D.
moschatum (Buch-Ham) Sw. (Nayak et al. 1997). Pada
penelitian Nayak ef al. (1997) tersebut penggunaan
TDZ di atas konsentrasi 4,5 pM menghambat
pertumbuhan, perkembangan, dan pencoklatan tunas.
Pada Xenikophyton smeeanum, konsentrasi TDZ lebih
dari 22,7 uM menyebabkan pencoklatan embrio dan
kematian embrio hingga 100% (Mulgund et al. 2011).
Dari penelitian ini aplikasi hormon 2,4-D dan TDZ
setelah pembentukan embrio untuk perkecambahan
dan regenerasi tunas tidak disarankan.

Subkultur embrio bertunas pada medium NP
yang mengandung 0,25 mg/l BAP menstimulasi
pertumbuhan tunas dengan penampilan yang lebih baik.
Tunas tumbuh baik dengan 3—4 daun. Pembentukan
akar mulai terbentuk 1 BSK. Saat ini tunas dengan
akar yang terus bertumbuh jumlahnya terus bertambah.

KESIMPULAN DAN SARAN

1. Embriogenesis klon-klon Vanda Balithi nyata
dipengaruhi oleh genotip, teknik sterilisasi, jenis
eksplan, kombinasi konsentrasi 2,4-DTZ, kondisi
inkubasi, dan media kultur.

2. V2-17,V2-21,V2-43,V2-10-1, V2-10-2, V2-2010-
1, dan V2-2010-3 merupakan klon-klon Vanda
Balithi dengan kemampuan regenerasi yang hampir
sama dengan rerata persentase regenerasi eksplan
mencapai 25% dan skor pembentukan kalus +++.

3. Pada tahap awal medium '2 Murashige & Skoog
(MS) yang ditambah dengan 1 mg/1 TDZ, 0,5 mg/1
BAP dan 2% sukrosa (MI-1) dan 0,05% HgCl,
selama 10 menit yang diikuti oleh pembilasan
dengan air steril 5-6 kali (masing-masing 5 menit)
(TS-3) merupakan medium inisiasi dan teknik
sterilisasi yang sesuai untuk embriogenesis klon-
klon Vanda.
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4. Pada tahap perbaikan pertama, medium %2 MS yang
ditambah dengan 10 mg/I asam 2,4-diklorofenoksi
asetat (2,4-D), 1 mg/l TDZ, 0,5 mg/l BAP, 1 mg/I
IAA, dan 3% sukrosa (MP-2) mampu menginduksi
pembentukan embrio hingga 18 embrio per eksplan
pada nodus tangkai bunga (JE-3).

5. Pada tahap perbaikan dua, kombinasi konsentrasi
2,5 mg/l 2,4-D dengan 5 mg/l TDZ (KK-4) pada
inkubasi dan subkultur dua kali dalam ruang
gelap, subkultur dua kali dalam ruang dengan
intensitas cahaya rendah (= 5 pmol/m?s) dan ke
cahaya normal (+ 25 pmol/m%s) (KI-2) mampu
menginduksi pembentukan kalus lebih cepat
dengan persentase regenerasi mencapai 32% dan
jumlah embrio hingga 20 embrio per eksplan.

6. Embrio berkecambah dengan kualitas pertumbuhan
tunas terbaik pada medium New Phalaenopsis yang
ditambah 0,5 mg/l BAP (MK-5). MK-5 mampu
menekan pencoklatan eksplan turun hingga 1,3%,
meningkatkan persentase perkecambahan hingga
68% dengan jumlah embrio berkecambah mencapai
17 embrio.

7. Embrio yang berkecambah tumbuh baik membentuk
planlet pada medium NP yang ditambah 0,25 mg/I
BAP.
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