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Abstract

Orchid Coelogyne pandurata Lindl or black orchid is one of the endemic orchid from borneo
Island. This orchid flower who have an unique that is have a green cephal and black labellum.
Naturally propagation have a small chance of succsess so it needs to be done culture in vitro.
One of the culture ways is use explaned leaf for making callus’s growth. Callus growth can
spurred on with auxin (IAA) and cytokinins (BAP). A balanced blend of auxin concetracion
and cytokinins are expected can touch callus growth up. The purpose of this research is to
know addition effect of IAA and BAP for Orchid C. pandurata Lindl’s growthed and know
interaction the best IAA and BAP for Orchid C. pandurata Lindl’s growth. The method of
research done by experiment with the completely randomized used factorial pattern. Factor 1
concentracion IAA with 4 level : 0, 1, 2, 3 mg/L. and the next factor, concentracion of BAP
with 4 level : 0, 1, 2, 3 mg/L, so there are 48 experimental units. Observed parameter is: when
the callus appears, the data obtained in the analysis with ANOVA and carried out DMRT test
with believeable level 95%. The result of the research showed giving interaction of IAA and
BAP can give a affect callus growth of Orchid C pandurata Lindl. The interaction effect is on
the callus appearance, callus thickness, and callus live percentage. As well as being able to
spur the development of callus in a proliferative directon. While giving IAA personally could
stimulate callus thickening. The best interaction in callus’s growth explan the orchid flower is
A2B2 (IAA 2 mg/L and BAP 2 mg/L) and A2B3 (IAA 2 mg/L and BAP 3 mg/L).
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Abstrak

Anggrek Coelogyne pandurata Lindl atau anggrek hitam merupakan anggrek endemik dari
Kalimantan. Anggrek tersebut mempunyai keunikan yakni sepal berwarna hijau dan labelum
yang berwarna hitam. Perbanyakan secara alami tingkat keberhasilannya sangat kecil maka
perlu di lakukan kultur in vitro. Kultur in vitro merupakan kultur yang menggunakan eksplan
daun untuk memacu pertumbuhan kalus. Pertumbuhan kalus dapat dipacu dengan auksin
(IAA) dan sitokinin (BAP). Perpaduan antara konsentrasi auksin dan sitokinin yang seimbang
diharapkan bisa memacu pertumbuhan kalus. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui pengaruh penambahan IAA dan BAP terhadap pertumbuhan kalus anggrek C.
pandurata Lindl dan mengetahui interaksi IAA dan BAP yang terbaik terhadap pertumbuhan
kalus anggrek C. pandurata Lindl. Metode penelitian dilakukan yang digunakan adalah
eksperimental dengan rancangan acak lengkap menggunakan pola faktorial, faktor pertama
adalah kosentrasi IAA dengan 4 taraf: 0, 1, 2, 3 mg/L. Dan faktor kedua adalah konsentrasi
BAP dengan 4 taraf perlakuan: 0, 1, 2, 3 mg/L, sehingga ada 16 perlakuan, masing-masing
perlakuan diulang 3 kali sehingga ada 48 unit percobaan. Parameter yang diamati adalah:
waktu munculnya kalus, tebal kalus, jenis kalus, berat kalus dan presentasi terbentuknya kalus.
Data yang diperoleh dianalisis menggunakan ANOVA dan dilakukan uji lanjut DMRT dengan
tingkat kepercayaan 95%. Hasil penelitian menunjukkan pemberian IAA dan BAP dapat
mempengaruhi pertumbuhan kalus eksplan daun anggrek C. pandurata Lindl. Pengaruh secara
interaksi terdapat pada wantu munculnya kalus, tebal kalus dan Prosentase hidup kalus. Serta
mampu memacu perkembangan kalus ke arah proliferatif. Sedangkan pemberian IAA secara
mandiri dapat memacu penebalan kalus. Interaksi yang terbaik dalam pertumbuhan kalus
eksplan daun anggrek Coelogyne pandurata Lindl. adalah A2B2 (IAA 2 mg/L dan BAP 2
mg/L) dan A2B3 (IAA 2 mg/L dan BAP 3 mg/L).

Kata kunci: Anggrek Coelogyne pandurata, BAP, IAA, Pertumbuhan kalus
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PENDAHULUAN

Anggrek hitam atau Coelogyne pandurata
Lindl merupakan anggrek yang tumbuh di daerah
Kalimantan, Sumatera dan Semenanjung Malaya,
hidup secara epifit dan merupakan anggrek
sympodial, mempunyai lidah (labellum) berwarna
hitam dengan sedikit garis-garis berwarna hijau
dan berbulu, namun sepal dan petal berwarna hijau
muda, kelopak bersegitiga, ujung runcing.
Bunganya berada pada posisi basal, perbungaan
menggantung, bunga 7-10 kuntum dan tangkai
pendek dan dapat mekar 2x selama 1 tahun. C.
pandurata Lindl memiliki umbi semu dan daun
melonjong, lebar di bagian tengah ke ujung, dan
kaku (Managanta, 2014). Keunikan inilah yang
membuat anggrek ini mempunyai nilai ekonomi
yang tinggi. Labelum berwarna hitam ini yang
menjadi daya tarik bagi peneliti sebagai sumber
silangan baik intergenerik maupun intragenerik.
Namun, keberadaan anggrek ini sudah sedikit di
alam, maka perlu di budidayakan secara in vitro
yakni salah satunya dengan kalus (Hartati et al.,
2017).

Keberhasilan kultur in vitro ditentukan oleh
zat pengatur tumbuh (ZPT), ZPT yang sering
digunakan adalah auksin dan sitokinin. Fungsi
IAA adalah mendorong pembentangan sel akibat
dari meningkatkan potensial air jaringan yang
menyebabkan sel akan mengalami pembentangan.
IAA sebagai auksin dan BAP (Benzyl amino
purine) sebagai sitokinin dapat mendorong sel
untuk membelah secara terus menerus (Agustian et
al., 2010). BAP merupakan sitokinin sintetik dari
turunan adenin yang aktif dalam pembelahan sel,
yang merupakan senyawa relatif stabil. Fungsi
BAP sendiri adalah merangsang pembelahan sel,
perkembangan sel meristem samping dan
pembentukan kalus (Pratomo et al., 2016).

Kalus adalah sekumpulan sel amorphus
yang berasal dari sel-sel jaringan awal yang
membelah diri secara terus menerus secara in vitro.
Kalus dapat diperoleh dari bagian tanaman seperti
akar, batang dan  daun (Sudarmadiji,
2003). Pertumbuhan kalus di tandai dengan
pembengkakan atau munculnya jaringan berwarna
putih bening seperti titik-titik air/lendir pada
bagian yang dilakukan perlukaan yang kemudian
berkembang menjadi bulatan-bulatan. Jenis kalus
di bagi menjadi dua yakni embriosomatik dan non
embriosomatik. Inisiasi kalus dapat dilakukan
dengan penambahan zat pengatur tumbuh seperti
auksin dan sitokinin. Kalus dapat terbentuk jika
konsentrasi antar auksin dan sitokinin seimbang
(Ramdan & Hendra, 2015).

Perbanyakan anggrek dapat dilakukan
secara konvensional namun dapat dilakukan
perbanyakan menggunakan kultur in vitro. Kultur
in vitro memiliki keuntungan yakni waktu yang
relatif cepat dan hasil yang mirip dengan induknya
(Mahadi, 2017). Kombinasi antara pemberian
Auksin dan sitokinin yang tepat dapat memacu
pertumbuhan kalus. Efek pemberian auksin (1IAA)
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dan sitokinin (BAP) dapat memacu perkembangan
kalus. Efektifitas dalam pemberian zat pengatur
tumbuh eksogen seperti IAA dan BAP akan
bergantung pada zat pengatur tumbuh endogen
atau fitohormon (Syahid et al., 2010).

Tujuan  dari  penelitian ini  adalah
mengetahui pengaruh pemberian 1AA dan BAP
terhadap pertumbuhan kalus eksplan daun anggrek
C. pandurata Lindl dan mengetahui Interaksi IAA
dan BAP yang terbaik terhadap pertumbuhan kalus
eksplan daun anggrek C. pandurata Lindl,
sedangkan manfaat dari penelitian ini diharapkan
dapat memberikan informasi ilmiah mengenai efek
penamambahan IAA dan BAP terhadap
pertumbuhan eksplan dan mengetahui konsentrasi
yang terbaik dalam memacu pertumbuhan kalus.
Kedepannya kalus yang didapatkan dapat
dilakukan untuk penelitian lanjutan dari kalus
menuju tunas.

MATERI DAN METODE

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
adalah Media MS, Agar, ZPT IAA dan BAP,
Akuades serta Alkohol. Sedangkan alat yang
digunakan  untuk  penelitian  ini  meliputi
mikroskop, kamera, pH meter, timbangan analitik,
dan Laminar air flow. Penelitian ini dilakukan di
Laboratorium  Fisiologi Tumbuhan Fakultas
Biologi Universitas Jenderal Soedirman pada
bulan Mei sampai dengan September 2020.

Penelitian dilakukan secara eksperimental
dengan menggunakan rancangan acak lengkap
(RAL) pola perlakuan faktorial. Faktor pertama
adalah penambahan I1AA (A) dengan 4 taraf, yaitu:
Al: 0 mg/L, A2: 1 mg/L, A3: 2 mg/L, dan A4: 3
mg/L. Faktor kedua adalah BAP (B) dengan 4
taraf, yaitu: B1: 0 mg/L, B2: 1 mg/L, B3: 2 mg/L,
dan B4: 3 mg/L, sehingga terdapat 16 perlakuan,
masing-masing perlakuan dilakukan 3 Kali
pengulangan, sehingga total percobaan terdapat 48
unit percobaan. Variabel dan Parameter yang
diamati  adalah  variabel  terikat  yakni
perkembangan kalus anggrek hitam Coelogyne
pandurata Lindl dan variabel bebas yakni IAA dan
BAP. Parameter yang di amati adalah: Waktu
munculnya kalus, Tebal kalus, Jenis kalus, Berat
kalus dan Prosentase terbentuknya kalus.

Media yang digunakan untuk tiap perlakuan
adalah 10 mL pada setiap botol kultur dengan 16
kombinasi, sehingga total media yang dibutuhkan
yaitu 800 mL. Setiap beaker glass yang sudah
berisi media ditambah IAA dan BAP sesuai
dengan  perlakuan.  Masing-masing  dengan
menambahkan 1AA dari stok IAA 100 ppm yang
sudah dihitung dengan rumus pengenceran
masing-masing untuk perlakuan Al sebanyak 0
mL, A2 0,9 mL, A3 1,8 mL, A4 2,7 mL dan
ditambahkan BAP dari stok BAP 100 ppm yang
sudah dihitung dengan rumus pengenceran
masing-masing pada perlakuan B1 sebanyak 0
ppm, B2 0,9 mL, B3 1,8 mL, B4 2,7 mL. Larutan
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media dihomogenkan dan pH media diukur hingga
5,2 menggunakan pH meter, jika pH < 5,2 maka
ditambahkan NaOH sebaliknya jika pH > 5,2.
ditambahkan HCI. Media ditutup dan direkatkan
dengan wrapper kemudian diberi label sesuai
perlakuan. Parameter yang diamati meliputi: 1.
Waktu munculnya kalus (hari). Waktu munculnya
kalus di hitung dari hari mulai terbentuknya kalus.
Pengambilan data dilakukan setiap hari. 2. Tebal
kalus (mm). Tebal kalus diukur mengunakan
mikroskop stereo. dengan mikrometer okuler yang
sudah dikalibrasi terlebih dahulu. Pengambilan
data dilakukan setiap minggu. 3. Jenis kalus. Jenis
kalus di amati dan di bandingkan dengan referensi.
Pengambilan data dilakukan setiap minggu. 4.
Berat Kalus (g). Berat kalus dihitung dengan
menimbang cawan yang sudah berisi media dan
eksplan daun. Pengambilan data dilakukan setiap
minggu. 5. Prosentase terbentuknya kalus (%).
Prosentase terbentuknya kalus di hitung pada

mulai dari munculnya Kkalus hingga akhir
penelitian. Data yang diperoleh dianalisis
dengan  Analisis Ragam dengan tingkat

kepercayaan 95% dan 99%, yang dilanjutkan
dengan uji Duncan Multiple Range Test (DMRT)
pada tingkat kepercayaan 95%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Perlakuan 1AA dan BAP terhadap
pertumbuhan kalus eksplan daun anggrek
Coelogyne pandurata memberikan dampak pada
pertumbuhan kalus. Hal ini disebabkan oleh
beberapa faktor seperti eksplan daun anggrek C.
pandurata yang tipis dan pemberian IAA dan BAP
yang beragam kosentrasi sehingga memberikan
dampak yang berbeda. Hal ini sesuai dengan
pendapat Ambarwati (2001) bahwa kalus dapat
tumbuh pada konsentrasi auksin dan sitokinin yang
seimbang. Adapun pembahasan parameter yang
diamati sebagai berikut:

Pengaruh penambahan IAA dan BAP terhadap
waktu munculnya kalus (hari) eksplan daun
anggrek C. pandurata

Pertumbuhan kalus sangat dipengaruhi oleh
kombinasi dan konsentrasi ZPT yang diberikan
pada suatu media. Berdasarkan hasil Analisis
ragam menunjukkan bahwa interaksi IAA dan
BAP berpengaruh nyata, BAP dan IAA secara
mandiri berpengaruh nyata. Hasil uji Duncan’s
New Multiple Range Test (DNMRT) interaksi IAA
dan BAP terhadap waktu munculnya kalus (Tabel
1).

Hasil uji lanjut menunjukkan bahwa
perlakuan A2B2 (IAA 2 mg/L dan BAP 2 mg/L)
dan A2B3 (IAA 2 mg/L dan 3 mg/L) paling
berpengaruh nyata dibandingkan perlakuan lain.
Namun kedua perlakuan A2B2 dan A2B3 tidak
berbeda nyata. Pada perlakuan A2B2 (IAA 2 mg/L
dan BAP 2 mg/L) cenderung lebih cepat
pertumbuhannya 6,89 hst. (Gambar 1) dibanding
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dengan perlakuan A2B3 (Konsentrasi IAA 2 mg/L
dan 3 mg/L) pada 7,84 hst. Kalus yang tidak
mampu tumbuh sama sekali (Gambar 2)
disebabkan oleh kandungan nutrisi pada media
yang sudah mulai berkurang (Rianawati, 2009).
Untuk meningkatkan pertumbuhan eksplant maka
perlu adanya penambahan ZPT dalam media
tanam. Hal ini menunjukkan bahwa pertumbuhan
kalus daun C. pandurata masih membutuhkan
penambahan auksin dan sitokinin secara eksogen.
Hal ini di perkuat oleh Markal et al. (2015)
Pemberian auksin dan sitokinin yang seimbang
mampu memacu perkembangan kalus. Pemberian

sitokinin  yang kurang dapat menghambat
perkembangan sel. Pemberian auksin serta
sitokinin  harus mencukupi agar kalus dapat

terbentuk dengan baik. Kalus muncul pertama kali
tumbuh di daerah yang mengalami perlukaan atau
dekat irisan daun. Hal ini sesuai dengan pernyataan
dari Lestari et al. (2013). Kalus muncul melalui
pembengkakan yang dipengaruhi oleh interaksi
antara hormon auksin dan sitokinin. Waktu muncul
kalus yang terbaik adalah yang memiliki hari
muncul tercepat. Kalus muncul pertama kali
melalui irisan dari eksplan daun anggrek C.
pandurata yang kemudian ditandai dengan
pembengkakan sel disekitar irisan daun anggrek.

Tabel 1. Hasil uji Duncan Multiple Range Test
(DMRT) terhadap waktu munculnya kalus
(hari) eksplan daun anggrek C. pandurata

No. Perlakuan Rata-rata munculnya
kalus (hari)
1. AOBO 0,7071 b
2. AOB1 0,7071 b
3. A0B2 0,7071 b
4, AOB3 0,7071 b
5. A1BO 0,7071 b
6. Al1B1 0,7071 b
7. Al1B2 0,7071 b
8. Al1B3 0,7071 b
9. A2B0 0,7071 b
10. A2B1 0,7071 b
11. A2B2 6,8987 a
12. A2B3 7,8442 a
13. A3B0 0,7071 b
14, A3B1 2,5397 b
15. A3B2 3,1897 b
16. A3B3 0,7071 b

DMRT 5% =1.31

Keterangan: angka yang diikuti huruf yang sama
tidak berpengaruh nyata pada DMRT
95%.

Menurut Kuo et al. (2005) pembentukan
kalus pada setiap anggrek akan berbeda tergantung
pada hormon auksin dan sitokininnya. Pemberian
TDZ 2 mg/L dan 2,4-D 2 mg/L sangat cocok
dengan anggrek Phalaenopsis ‘Little Steve’ dalam
perkembangan kalus. Kemunculan kalus anggrek
Phalaenopsis ‘Little Steve’ dimulai pada 30 hst
dan setelah 45 hst. kalus menghitam dan menuju
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kearah kematian atau senence. Namun menurut
penelitian Utami et al. (2007) Kalus anggrek
Phalaenopsis amabilis tumbuh pada minggu ke 6
setelah tanam dengan pemberian NAA 0.5 mg/L
dan BA 1 mg/L kombinasi antara NAA dan BA
ternyata memberikan efek yang terbaik bagi
pertumbuhan kalus anggrek P. amabilis. Kalus
dapat tumbuh pada bekas luka irisan daun bagian
pangkal. Pertumbuhan kalus anggrek oncidium
paling baik menggunakan perlakuan TDZ dan 2,4-
D seperti pada penelitian Chen & Chang (2006)
menunjukkan pemberian TDZ 1 mg/L dan 2,4-D 1
mg/L dapat menumbuhkan kalus pada waktu 2
minggu atau 14 hst.

Pengaruh penambahan IAA dan BAP terhadap
berat kalus (mg) eksplan daun anggrek C.
pandurata

Berdasarkan hasil analisis ragam perlakuan
interaksi IAA dan BAP maupun BAP secara
mandiri tidak berpengaruh nyata terhadap berat
eksplan, namun perlakuan 1AA secara mandiri
berpengaruh nyata. Berat basah kalus meningkat
bergantung pada kecepatan membelahnya sel dan
terjadi  pembesaran sel.  Auksin  memiliki
kemampuan untuk memperbesar sel lebih baik di
bandingkan  dengan  sitokinin  (Indah &
Ermavitalini, 2013). Penelitian Utami et al. (2007)
eksplan daun yang digunakan untuk menghasilkan
embrio somatic adalah bagian pangkal daun yang
lebih muda secara fisiologis. Pernyataan tersebut
di perkuat oleh penelitian Tokuhara & Mii (2001)
untuk melakukan kultur yang mengharapkan
pertumbuhan  kalus, bagian tanaman yang
digunakan adalah bagian daun yang masih
melakukan perkembangan vegetative termuda.
Selain itu pengaruh media juga dapat
mempengaruhi hasil pertumbuhan kalus.

Pemberian 1AA atau auksin secara mandiri
dapat memberikan efek pada berat kalus (Tabel 2),
hal ini menunjukkan penambahan auksin eksogen

dapat memacu pembelahan sel dan memacu
penambahan berat kalus. Hal ini sesuai dengan
pernyataan Rahayu & Anggarwulan (2003) auksin
dapat menambah berat kalus karena dapat
mempengaruhi kecepatan sel untuk membelah diri
dan mengarah kepada pembesaran kalus. Menurut
Astuti et al. (2019) pemberian 2,4-D sebagai
sumber auksin eksogen dapat menginisiasi
pembentukan kalus. Pemberian Auksin pada
konsentrasi yang tepat dapat memberikan efek
terbaik, namun konsentrasi auksin yang terlalu
tinggi tidak akan memberikan efek bagi berat
kalus. Perlakuan konsentrasi 2,4-D 3 mg/L - 2,4-D
2 mg/L merupakan konsentrasi terbaik yang
menghasilkan berat kalus lebih tinggi. Sebaliknya
Khalida et al. (2019) yang melakukan penambahan
1 mg/L 2,4-D dan mampu memberi pengaruh yang
signifikan terhadap berat basah kalus anggrek
Aerides odorata. Pemberian auksin mandiri
mampu memacu perkembangan berat basah kalus.
Semakin tinggi pemberian auksin akan terus
memacu penambahan berat basah kalus hingga
titik optimalnya. Pemberian terlalu banyak hormon
auksin maupun sitokinin mampu menghambat
terbentuknya kalus karena akumulasi zat pengatur
tumbuh yang terlalu tinggi pada eksplan.

Pengaruh penambahan IAA dan BAP terhadap
tebal kalus (mm) eksplan daun anggrek C.
pandurata.

Hasil analisis ragam tebal  kalus
menunjukkan bahwa interaksi IAA dan BAP
maupun secara mandiri berpengaruh nyata
terhadap tebal kalus. Hasil uji lanjut DMRT (Tabel
3) menunjukkan perlakuan A2B2 (IAA 2 mg/L
dan BAP 2 mg/L) memberikan hasil ketebalan
kalus paling tebal berkisar 1,56 mm sedangkan
A2B3 (IAA 2 mg/L dan 3 mg/L) ketebalan kalu
berkisar 1,36 mm (Gambar 3). Perlakuan A2B2
(IAA 2 mg/L dan BAP 2 mg/L) dan A2B3 (IAA 2
mg/L dan 3 mg/L) tidak berbeda nyata.

Gambar 1. Pertumbuhan Kalus A2B2 pada umur 5 mst (1).
dan pertumbuhan kalus A2B2 pada umur 8 mst (1)

Gambar 2. Pertumbuhan Kalus AOB2 pada umur 5 mst (I).
dan pertumbuhan kalus AOB2 pada umur 8 mst (1)
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Tabel 2. Berat kalus pada eksplan daun anggrek C.
pandurata setelah 12 mst

No. Perlakuan Berat kalus
1. A0 Ob

2. Al 0b

3. A2 8,375a
4, A3 1,833 b

DMRT 5% =1.31
Keterangan : angka yang diikuti huruf yang sama
tidak berpengaruh nyata pada DMRT
95%

Ketebalan kalus sejalan dengan waktu
munculnya kalus diperlukan perlakuan 1AA 2
mg/L dan BAP 2 mg/L. Perlakuan auksin dan
sitokinin akan memberikan dampak yang berbeda
pada jenis anggrek yang lain. Hasil penelitian
Nilahayati (2011), perlakuan NAA 1 mg/L dan
BAP 1 mg/L memberikan pengaruh nyata terhadap
tebal kalus pada anggrek dendrobium. Pemberian
BAP 3 mg/L memberikan pengaruh terbaik dalam
pertumbuhan tinggi atau tebal kalus protocorm
anggrek dendrobium dengan rata - rata sebesar
1,67 mm pada minggu ke 12 (Bakar et al., 2016).
Pemberian sitokinin dan auksin dalam konsentrasi
kecil (NAA 0,1 mg/L dan TDZ 0,01 mg/L)
ternyata dapat memberikan hasil tebal kalus yang
baik pada anggrek cymbidium sebesar 0,2 cm
(Takamura & Tanaka., 2004). Menurut Chen et al.
(2000) pemberian TDZ 0,5 mg/L dan 2,4-D 0,5
mg/L memberikan hasil tebal kalus anggrek
phalaenopsis sebesar 0,4 mm. Penelitian Melisa
(2018) melakukan penelitian dengan penambahan
2,4-D dan kinetin ternyata mampu memacu
panjang  kalus anggrek  Grammatophyllum
scriptum, konsentrasi yang terbaik untuk memacu
perkembangan protocom adalah 4 mg/L Auksin
(2,4-D) dan 2 mg/L Sitokinin (Kinetin). Berbeda
dengan penelitian Fithriyandini et al. (2015)

perlakuan BAP 2,5 mg/L mampu memberikan
hasil berbeda pada tebal kalus pada anggrek
Phalaenopsis amabilis. Lebih lanjut dikatakan
bahwa penggunaan BAP yang lebih tinggi akan
meningkatkan perkembangan kalus karena BAP
untuk

mempunyai  kemampuan melakukan

pembelahan sel.

Tabel 3. Hasil uji Duncan Multiple Range Test
(DMRT) terhadap tebal kalus (mm) eksplan
daun anggrek C. pandurata setelah 12 mst.

No. Perlakuan Rata-rata tebal kalus
(mm)
1. AO0BO 0,7071c
2. AO0B1 0,7071c
3. A0B2 0,7071c
4, AO0B3 0,7071c
5. Al1BO 0,7071c
6. AlB1 0,7071c
7. AlB2 0,7071 ¢
8. AlB3 0,7071 ¢
9. A2B0 0,7071 ¢
10. A2B1 0,7071 ¢
11. A2B2 1,5681 a
12. A2B3 1,3695 a
13. A3B0 0,7071c
14. A3B1 1,0705 b
15. A3B2 1,0089 b
16. A3B3 0,7071c

DMRT 5% = 1,31

Keterangan: angka yang diikuti huruf yang sama
tidak berpengaruh nyata pada DMRT
95%

Pengaruh penambahan IAA dan BAP terhadap
Persentase terbentuknya kalus (%0)

Hasil analisis ragam persentase
terbentuknya kalus menunjukkan bahwa interaksi
IAA dan BAP mapun perlakuan secara mandiri
berpengaruh nyata. Selanjutnya pada uji DMRT
interaksi IAA dan BAP terhadap terbentuknya
kalus (Tabel 4.), menunjukkan hasil paling tinggi
persentase terbentuknya kalus pada perlakuan
A2B2 (IAA 2 mg/L dan BAP 2 mg/L) memiliki
nilai tertinggi 60.19%, akan tetapi perlakuan ini
tidak berbeda nyata dengan A2B3 (IAA 2 mg/L
dan BAP 3 mg/L) yang memiliki nilai 45.2%.

Persentase terbentuknya kalus sejalan
dengan waktu munculnya kalus dan tebal kalus di
mana diperlukan auksin dan sitokinin untuk
pertumbuhan kalus pada perlakuan A2B2 (IAA 2
mg/L dan BAP 2 mg/L) dan A2B3 (IAA 2 mg/L
dan BAP 3 mg/L). Perlakuan A2B2 (IAA 2 mg/L
dan BAP 2 mg/L) adalah perlakuan terbaik dalam
mempercepat pertumbuhan kalus, tebal kalus dan
persentase kalus. Hal ini menunjukkan bahwa

Gambar 3. Ketebalan kalus pada perlakuan A2B2 (1) dan ketebalan kalu pada perlakuan A2B3 (I1)
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konsentrasi perlakuan tersebut memberikan hasil
yang terbaik karena memiliki nilai 60,19%.
Meskipun tidak berbeda nyata dengan perlakuan
A2B3 (IAA 2 mg/L dan BAP 3 mg/L). Pemberian
IAA secara eksogen dapat menambah auksin
endogen untuk membentuk kalus embriogenik

(Kusmianjani et al., 2013). Pada penelitian
Tokuhara & mii (2001) kalus anggrek
Phalaenopsis sp. mengalami  pertumbuhan

maksimal kalus pada bulan ke 4 atau minggu 16
dengan pemberian NAA 0,5 mg/L dan BA 44
mg/L. setelah bulan ke 7 kalus mengalami
senensce atau kematian. Sebaliknya pada
penelitian Samala et al (2014) pada anggrek
Grammatophylum speciosus mendapatkan kalus
pada waktu yang lebih singkat dengan pemberian 1
mg/L BA dan 0,5 mg/L NAA menghasilkan 63%
kalus terbentuk pada 3 bulan setelah tanam. Hasil
penelitian ini  menunjukkan bahwa perlakuan
A2B2 (IAA 2 mg/L dan BAP 2 mg/L) mempunyai
konsentrasi yang seimbang dan A2B3 (IAA 2
mg/L dan BAP 3 mg/L) membentuk kalus
sebanyak >50% selama 3 bulan pengamatan.
Penelitian ini sesuai dengan penelitian menurut
Hoesen et al (2008) pemberian TDZ 1 mg/L dan
2,4-D 1 mg/L pada anggrek Dendrobium lineale
Rolfe dapat memberikan persentase pertumbuhan
kalus terbaik yakni >70% dalam 12 minggu setelah
tanam. Pemberian sitokinin dan auksin yang
seimbang akan meningkatkan memberikan hasil
pertumbuhan kalus yang baik. Berdasarkan
penelitian Lestari et al. (2013) interaksi antara
auksin dan sitokinin yang seimbang dapat
menumbuhkan kalus dengan baik. Konsentrasi 2,4-
D 1 mg/L dan BAP 2 mg/L dapat menumbuhkan
kalus Dendrobium laxiflorum sebesar 36%. Hal
serupa menurut Naing et al (2011) pada anggrek
Coelogyne cristata yang diberikan 2,4 — D 2 mg/L
dan BA 2 mg/L memberikan hasil yang sangat
signifikan pada persentase terbentuknya kalus
sebesar 40% dan pemberian 2,4-D 3 mg/L dan BA
1 mg/L juga memberikan hasil yang berbeda nyata
yakni  36%. Rineksane (2019) melakukan
percobaan dengan memberikan 1 mg/L BAP + 0,1
mg/L NAA dan 2 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA
mampu menumbuhkan kalus pada eksplan daun
anggrek  Vanda tricolor sebanyak <50%.
Persentase hidup kalus yang rendah disebabkan
penghambat pertumbuhan eksplan. Hambatan ini
berasal dari kandungan fenolik yang kuat pada
daun anggrek yang menyebabkan kematian pada
eksplan. Menurut Chen et al. (2000) Anggrek
cukup sulit dilakukan pertumbuhan pada media
karena anggrek mempunyai metabolit sekunder
yang cukup besar dan sifat dasar anggrek yang
sangat sulit melakukan pertumbuhan klonal.
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Tabel 4. Hasil uji Duncan Multiple Range Test
(DMRT) terhadap Persentase terbentuknya
kalus (%) eksplan daun anggrek C.
pandurata setelah 12 mst

No. Perlakuan Rata-rata Persentase
terbentuknya kalus (%6)

1. A0BO 4,055 b

2. AO0B1 4,055 b

3. A0B2 4,055 b

4, AOB3 4,055 b

5. A1BO 4,055 b

6. Al1B1 4,055 b

7. Al1B2 4,055 b

8. Al1B3 4,055 b

9. A2B0 4,055 b

10. A2B1 4,055 b

11. A2B2 60,191 a

12. A2B3 45,286 a

13. A3B0 4,055 b

14. A3B1 17,799 b

15. A3B2 17,799 b

16. A3B3 4,055 b

DMRT 5% =1,31
Keterangan : angka yang diikuti huruf yang sama
tidak berpengaruh nyata pada DMRT 95%

Pengaruh penambahan IAA dan BAP terhadap
bentuk kalus eksplan daun anggrek C.
pandurata

Indah & Ermavitalini (2013) mengatakan
bahwa indikator dalam menentukan bentuk kalus
salah satunya adalah warna kalus, yang akan
menentukan apakah kalus tersebut masih
berkembang atau kalus yang mati. Kalus
embriogenik adalah kalus yang berwarna hijau dan
berbentuk globular, mampu berkembang kearah
organ maupun embrisomatik (Riyadi et al., 2019).
Sedangkan kalus proliferatif adalah kalus yang
masih terus berkembang melakukan pembesaran
namun bukan kearah organ maupun embrio. Kalus
senence adalah kalus yang tidak mengalami
perkembangan lagi dan berwarna hitam (Nisa &
Rodinah, 2018).

Tabel 5. Jenis kalus pada eksplan daun anggrek C.
pandurata setelah 12 mst

No. Perlakuan Jenis Kalus
1. A2B2 Proliferatif
2. A2B3 Proliferatif
3. A3B1 Proliferatif
4, A3B2 Proliferatif

Hasil pengamatan pertumbuhan kalus pada
penelitian ini menunjukkan bahwa kalus akan
mengalami  pertumbuhan dengan baik hingga
minggu ke 7 setelah tanam (Gambar 4),
pertumbuhan selanjutnya kalus mulai berwarna
coklat, yang akan mengalami pertumbuhan
senencen. Menurut Riyadi et al. (2019).
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Gambar 5. Kalus pada minggu ke 12 atau 84 hst pada perlakuan A2B2 (1) dan pada perlakuan A2B3 (1)

Perkembangan warna kalus dari krem kekuningan
dapat menuju warna hijau yang baik. Pada awal
pertumbuhan kalus yang muncul pada penelitian
ini merupakan kalus berwarna putih dan bertekstur
kompak, hal ini menunjukkan bahwa pertumbuhan
kalus pada awal pertumbuhan cukup baik, namun
pada perkembangan selanjutnya akan mengalami
senescen yang berwarna coklat. Hanya pada
perlakuan tertentu yang dapat tumbuh kalus (Tabel
5).

Kalus yang berwarna hijau adalah kalus
yang baik karena mengandung banyak klorofil dan
kalus ini memiliki peluang yang cukup besar untuk
terus berkembang menuju arah organ (Astuti et al.,
2019). Pemberian BAP 1 mg/L akan merangsang
pembentukan kalus dan pemberian BAP 3 mg/L
akan menghasilkan  kalus berwarna hijau
(Wirmasari & Isda, 2019). Namun pemberian
auksin yang tinggi akan menyebabkan penurunan
klorofil.

Kalus pada penelitian ini berwarna putih
dan  tidak  menunjukkan  ciri-ciri  kalus
embriosomatik. Setelah melewati minggu ke 7,
kalus mengalami perubahan warna menjadi
kecoklatan dan menuju kearah kematian atau
senence (Gambar 5). kecoklatan ini disebabkan
oleh 2 hal yang pertama adalah senyawa metabolit
sekunder pada daun yang terlalu kuat dan dapat
membuat lapisan disekitar kalus sehingga
berakibat terhambatnya pertumbuhan kalus (Nisa
& Rodinah, 2018). Toksisitas fenol disebabkan
oleh ikatan reversible antara protein dan hidrogen
sehingga terjadi penghambatan dan pertumbuhan
kalus tidak dapat terjadi (Hutami, 2008). Kalus
yang sudah lama didalam cawan harus dilakukan
subkultur ke media baru. Kalus yang terlalu lama
didalam cawan akan mengalami kekurangan
kebutuhan hara untuk melakukan perkembangan
kalus. Serta kandungan CO. dalam cawan lebih
tinggi dibandingkan dengan O. menyebabkan kalus
tidak dapat berkembang (Yudiawan, 2015).
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SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian penambahan
IAA dan BAP terhadap pertumbuhan eksplant
daun anggrek C. pandurate Lindl. dapat
disimpilkan bahwa : pemberian IAA dan BAP
dapat mempengaruhi pertumbuhan kalus eksplan
daun anggrek C. pandurata Lindl. pada waktu
munculnya kalus, tebal kalus dan prosentase hidup
kalus. Serta mampu memacu perkembangan kalus
ke arah proliferatif. Interaksi IAA dan BAP yang
terbaik dalam pertumbuhan kalus eksplan daun
anggrek C. pandurata Lindl. adalah A2B2 (IAA 2
mg/L dan BAP 2 mg/L) dan A2B3 (IAA 2 mg/L
dan BAP 3 mg/L).
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