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PENGGUNAAN THIDIAZURON DAN ARANG AKTIF PADA INDUKSI
TUNAS Vanda tricolor SECARA IN VITRO
(The Use of Thidiazuron and Activated Charcoal on Shoot Induction
of Vanda tricolor in Vitro)

Innaka Ageng Rineksane'", Gatot Supangkat', dan Agung Astuti'
'Program Studi Agroteknologi, Fakultas Pertanian,
Universitas Muhammadiyah Yogyakarta
email: rineksane(@gmail.com

ABSTRAK

Konservasi anggrek Vanda tricolor dilakukan melalui kultur in vitro.
Penelitian ini bertujuan menentukan konsentrasi Thidiazuron terbaik untuk
induksi tunas Vanda tricolor secara in vitro. Rancangan penelitian yang digunakan
adalah Rancangan Acak Lengkap faktorial, dengan perlakuan konsentrasi
Thidiazuron (0; 0.5; 1; 1.5 dan 2 mg/l) dan konsentrasi NAA (0; 0,1; 0,5 mg/l).
Eksperimen satu dan dua dijedakan dengan ada tidaknya penambahan arang aktif
dalam medium. Hasil penelitian mehunjukkan bahwa persentase hidup eksplan
mencapai 83.3% dan 95.3% pada medium tanpa dan dengan penambahan arang
aktif. Penambahan arang aktif menyebabkan peningkatan tinggi eksplan sebesar
0,52 cm dan penambahan jumlah daun sebesar 0,25 helai. Sementara medium
tanpa arang aktif menyebabkan pertambahan tinggi eksplan sebesar 0,68 cm
namun tidak ada penambahan jumlah daun. Thidiazuron telah mendorong
pembelahan maupun pemanjangan sel yang menyebabkan eksplan memanjang.
Selain itu Thidiazuron mendorong peningkatan sintesis klorofil pada daun yang
ditunjukkan oleh perubahan warna daun dari hijau muda ke hijau tua.

Kata kunci: vanda tricolor. eksploitasi. konservasi
ABSTRACT

Conservation of Vanda tricolor orchid was conducted through in vitro
culture. This study was aim to determine the best Thidiazuron concentration for
the induction of buds of Vanda tricolor in vitro. The research design used was
Factorial Randomized Completely Block Design with Thidiazuron concentration
(0,5,5.1,5,5 and 2 mg / 1) and NAA concentration (0,0,1,5,5 mg / l). Experiment
one and two were distinguished by the presence or absence of active charcoal in
the medium. The results showed that the percentage of life explant reached 83.3%
and 95.3% on medium without and with the addition of activated charcoal. The
addition of activated charcoal led to an increase in explant height of 0.52 cm and
an increase in the number of leaves by 0.25. While the medium without activated
charcoal caused an explant height increase of 0.68 ¢cm but no increase in the
number of leaves. Thidiazuron has induced both cleavage and elongation of cells
that caused prolonged explants. In addition Thidiazuron encouraged increased
chlorophyll synthesis in the leaves as indicated by changes in leaf color from light
areen to dark green.
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Kata kunci: vanda tricolor. exploitation, conservation
PENDAHULUAN

Anggrek Vanda tricolor merupakan anggrek endemik kawasan lereng
Gunung Merapi. Anggrek berbunga putih dengan bercak totol ungu kemerahan ini
hidup secara epifit dan banyak dijumpai menempel pada batang pohon yang ada
di hutan Gunung Merapi. Akan tetapi, semburan awan panas, kebakaran hutan di
lereng gunung tersebut dan erupsi pada tahun 2006 telah menghanguskan 80 %
habitat dan mengancam keberadaan anggrek ini. Selain itu, eksploitasi Vanda
tricolor keluar dari habitat aslinya oleh masyarakat untuk koleksi atau menjualnya
ke luar daerah telah mengurangi populasi anggrek tersebut (Metusala, 2006).

Upaya konservasi Vanda tricolor telah dilakukan oleh Badan Koordinasi
Sumber Daya Alam dengan memberikan tanaman anggrek ini kepada kelompok
tani di sekitar kawasan Gunung Merapi. Akan tetapi, pemeliharaan dan metode
perbanyakan konvensional yang dilakukan oleh kelompok tani belum dapat
meningkatkan jumlah populasi anggrek tersebut bahkan sebaliknya persentase
kematian tanaman masih cukup tinggi. Sebagai contoh, sebanyak 80 tanaman
anggrek yang diberikan, tersisa S(fténagnarr setelah 1 tahun (Metusala, 2006).
Erupsi Merapi pada tahun 2010 mengurangi lagi populasi anggrek Vanda tricolor
di kawasan Gunung Merapi. Oleh karena itu perlu diupayakan perbaikan
teknologi untuk memperbanyak dan meregenerasikan kembali anggrek Vanda
tricolor. Teknik perbanyakan yang dapat digunakan adalah melalui kultur in vizro
dan ex vitro.

Kultur in  vitro merupakan teknik mengisolasi bagian tanaman,
menumbuhkannya dalam media buatan yang mengandung nutrisi lengkap di
lingkungan steril sehingga bagian tanaman tersebut tumbuh menjadi tanaman
sempurna (Pierik, 1997; George, 1993). Perbanyakan anggrek melalui kultur in
vitro telah banyak dilakukan untuk menumbuhkan biji anggrek. Biji anggrek tidak
memiliki endosperm yang menyebabkan biji tersebut tidak dapat tumbuh apabila
disebarkan langsung ke tanah sebagaimana biji tanaman lain yang berendosperm.
Biji anggrek memerlukan nutrisi untuk tumbuh dan ini dapat disediakan oleh
media yang digunakan dalam kultur in vitro. Perbanyakan biji anggrek akan
menghasilkan protocorm like bodies (PLB) atau plantlet yang memiliki sifat
bervariasi jika dibandingkan dengan induknya.

Selain menggunakan biji, perbanyakan anggrek secara in vitro Juga dapat
dilakukan dengan menggunakan bagian vegetatif sebagai eksplan seperti buku
batang, primordia tunas atau pucuk sehingga menghasilkan protocorm like bodies
(PLB) atau plantlet yang bersifat sama dengan induknya. Metode ini
menguntungkan terutama apabila sudah diketahui bentuk, ukuran dan warna
bunga dari tanaman induk yang dijadikan sumber eksplan, karena anakan atau
hasil regenerasi yang diperoleh akan bersifat sama dengan induknya. Tokuhara
dan Mii (1993) telah menghasilkan lebih dari 10.000 PLB anggrek Phalaeonopsis
dan Doritaenopsis selama 1 tahun dengan mengkulturkan eksplan potongan pucuk
pada media New Dogashima Medium (NDM) yang mengandung | mg/L BAP
dan 0,1 mg/L NAA. Media NDM mengandung beberapa vitamin dan bahan
organik yang mendorong pembentukan PLB pada eksplan anggrek.
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Upaya perbanyakan anggrek Vanda tricolor secara in vitro telah dilakukan
oleh Rineksane dan Sukarjan (2015) dengan menggunakan cksplan daun. Kalus
telah diperoleh dari eksplan daun steril Vanda tricolor yang dikulturkan pada
medium NDM dengan penambahan 0,5 mg/l Thidiazuron. Namun demikian, kalus
tersebut belum berkembang dan beregenerasi membentuk tunas. Oleh karena itu
upaya memperbanyak Vanda tricolor dilakukan dengan menggunakan metode
kultur in vitro dengan variasi eksplan, medium dan senyawa organik maupun
anorganik untuk mendorong pertumbuhan dan multiplikasi anggrek. Silviasari
(2010) menggunakan ekstrak ubi jalar 150 g/l efektif mempercepat saat muncul
akar pada anggrek hasil persilangan intergenerik Phalaenopsis ‘pinlong’
cinderella x V. tricolor. Emulsi ikan sebanyak 2 ml/l juga menghasilkan akar
terbanyak, daun terbanyak dan daun terlebar pada anggrek Phalaenopsis
‘pinlong’ cinderella x V. tricolor. Sementara David et al. (2015) menyatakan
bahwa penggunaan medium Knudson C yang ditambah ekstrak tomat 10% atau
15% merupakan perlakuan terbaik untuk perkecambahan biji anggrek Vanda
helvola Blume. Upaya perbanyakan Vanda tricolor secara in vitro dapat dilakukan
melalui proses organogenesis maupun embriogenesis dari eksplan biji maupun
bagian vegetatif seperti dgun, pucuk dan ujung akar. Penelitian ini bertujuan
menentukan pengaruh dan kombinisi Thidiazuron dengan NAA terbaik untuk
induksi tunas Vanda tricolor dalam medium VW dengan dan tanpa penambahan
arang aktif.

METODE PENELITIAN

Bahan tanam yang digunakan adalah tunas Vanda tricolor in vitro asal biji.
umur 6 bulan. Medium yang digunakan Vacint and Went (VW). Rancangan
penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap faktorial. Faktor
pertama konsentrasi Thidiazuron (0; 0,5: 1: 1,5; 2; 2,5 mg/l). Faktor kedua
kosentrasi NAA (0; 0.1; 0.5 mg/l). Setiap medium diberikan perlakuan dengan
atau tanpa penambahan arang aktif. Setiap perlakuan diulang 10 kali.

Persiapan Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi Laminar Air Flow
Cabinet, Autoklaf, Pembagi Media, Hot plate magnetic stirrer, syringe, milipore,
peralatan gelas dan dissecting kits.

Pembuatan Media

Pembuatan media dilakukan dengan mencampurkan medium powder
medium Vacint and Went (VW) dengan akuades steril. Kemudian ke dalam
media ditambahkan sukrosa, zat pengatur tumbuh dana rang aktif sesuai
perlakuan. Selanjutya medium diukur pH sehingga pH menjadi 6. Sebelum
dituang dalam botol kultur dan diautoklaf, ke dalam medium ditambahkan agar
sesuai kebutuhan.

Inokulasi
Eksplan yang digunakan berupa tunas anggrek Vanda tricolor steril yang
diambil dari koleksi anggrek botolan. Setiap tunas dihilangkan akar dan sebagian
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daun dipotong. sehingga diperoleh eksplan vang siap diinokulasi. Sebelum
diinokulasi, eksplan tunas terlebih dahulu disterilkan dengan merendam tunas
dalam larutan klorox 5% selama 5 menit.

Parameter yang Diamati

Parameter yang diamati meliputi persentase eksplan hidup, persentase
cksplan terkontaminasi, persentase eksplan browning, persentase eksplan
bertunas. saat muncul tunas, jumlah tunas, tinggi tunas, jumlah daun, saat muncul
kalus, diameter kalus, saat eksplan berakar, jumlah akar, panjang akar.

Analisis Data
Data hasil pengamatan dianalisis menggunakan sidik ragam pada taraf « =
5 % dan jika ada beda nyata diuji lanjut DMRT dengan taraf a = 5 %.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ketersediaan bibit Anggrek Vanda tricolor saat ini terbatas, dibuktikan
dengan sulitnya mendapatkan bahan tanam untuk perbanyakan secara in vitro.
Oleh karena itu penelitian ini meffadhi sangat penting karena upaya pengembalian
Anggrek Vanda tricolor ke habitat aslinya di lereng Gunung Merapi memerlukan
banyak bibit. Bahan tanam berupa tunas Vanda tricolor in vitro (botolan) telah
diperoleh dari kawasan Gunung Merapi dan digunakan dalam penelitian ini.

Induksi tunas pada tanaman anggrek dilakukan dengan menambahkan
sitokinin Thidiazuron yang dikombinasikan dengan auksin NAA. Sitokinin
berinteraksi dengan auksin akan mengaktifkan enzim yang mendorong
pembelahan sel untuk pembentukan tunas, sehingga diperoleh tunas baru dari
eksplan. Semakin banyak sitokinin sampai konsentrasi tertentu akan
meningkatkan jumlah tunas.

Penambahan arang aktif dalam medium VW yang mengandung TDZ dan
NAA diharapkan dapat meningkatkan induksi tunas anggrek Vanda tricolor.
Sitokinin berinteraksi dengan auksin akan mengaktifkan enzim yang mendorong
pembelahan sel untuk pembentukan tunas. sehingga diperoleh tunas baru dari
eksplan. Sementara arang aktif diketahui efektif menyerap senyawa dari dalam
medium yang kemungkinan memberikan efek racun terhadap eksplan. Kombinasi
sitokinin-auksin dan adanya arang aktif dalam medium VW diharapkan dapat
mendorong terbentuknya tunas Vanda tricolor.

I3
'

RE I RERERRERRRER

Persentase Hidup, Persentase Kontaminasi dan Persentase Browning Tunas
Vanda tricolor

Hasil pengamatan pengaruh penambahan beberapa konsentrasi thidiazuron
dan NAA ke dalam medium VW terhadap persentase hidup, persentase
kontaminasi dan persentase browning disajikan pada gambar 1 dan 2.
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Medium VW tanpa Arang Aktif
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Kombinasi Thidiazuron dan NAA (mg/l)

Gambar 1. Pengaruh Konsentrasi Thidiazuron dan NAA terhadap Persentase
Hidup. Persentases Kontamjinasi dan Persentase Browning Tunas
Vanda tricolor pada 10 MST

Hasil pengamatan pada gambar | menunjukkan bahwa semua perlakuan
memiliki persentase hidup di atas 50%. Persentase hidup ini cukup tinggi karena
eksplan anggrek yang digunakan merupakan anggrek botolan yang sudah steril.
Selain itu sebelum diinokulasi, eksplan tunas terlebih dahulu disterilkan dalam
larutan Clorox 5% selama 5 menit. Data pada gambar 1 juga menunjukkan bahwa
persentase hrowning tunas Vanda tricolor rendah, yaitu hanya 10% pada
perlakuan Thidiazuron 1.5 mg/l + NAA 0,1 mg/l dan Thidiazuron 2 mg/l + NAA
0,1 mg/l.
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Gambar 2. Pengaruh Konsentrasi Thidiazuron dan NAA terhadap Persentase
Hidup, Persentase Kontaminasi dan Persentase Browning Tunas
Vanda tricolor pada 10 MST
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Hasil pengamatan pada gambar 2 menunjukkan bahwa semua perlakuan
memiliki persentase hidup di atas 50%. Persentase hidup ini cukup tinggi karena
eksplan anggrek yang digunakan merupakan anggrek botolan yang sudah steril.
Selain itu sebelum diinokulasi, cksplan tunas terlebih dahulu disterilkan dalam
larutan Clorox 5% selama 5 menit. Namun demikian data pada gambar 2
menunjukkan bahwa persentase browning tunas Vanda tricolor cukup tinggi,
yaitu antara 10 -70%. Penambahan arang aktif dalam medium seharusnya dapat
mengurangi oksidasi senyawa fenol yang dikeluarkan oleh eksplan anggrek. Hal
ini karena salah satu fungsi arang aktif adalah menghambat oksidasi senyawa
fenol yang mengakibatkan terjadinya browning pada eksplan dalam medium
kultur in vitro. Persentase browning yang cukup tinggi ini diduga disebabkan
sumber eksplan yang digunakan sudah berumur 6 bulan dalam botol kultur,
sehingga kandungan fenol yang dimiliki lebih tinggi jika dibandingkan dengan
eksplan yang berumur lebih muda.

Pertambahan Tinggi Tunas

Tunas bertambah tinggi dapat disebabkan oleh penambahan jumlah atau
pemanjangan sel. Sitokinin dan auksin berperan dalam pembelahan maupun
pemanjangan sel yang dapat meﬂyébqbkan tunas bertambah. Hasil pengamatan
tinggi tunas pada medium dengan penambahan Thidiazuron dan NAA disajikan
pada tabel 1 dan 2.

Tabel 1. Pengaruh Konsentrasi Thidiazuron dan NAA terhadap Pertambahan
Tinggi Tunas Vanda tricolor pada 10 MST

TDZ NAA (mg/l) Rerata
(mg/1) 0 0.5 1
0 0.89 1.03 1.08 1.02
0,5 1.00 1.06 0.98 1.00
1 1.02 1.07 1.05 1.05
1,5 1.17 1.02 1.10 1.10
2 .10 1.02 1.01 1.05
Rerata 1.07 1.04 1.04 (-)

Hasil pengamatan pada tabel 1 menunjukkan tidak ada interaksi antara
Thidiazuron dan NAA dalam medium MS tanpa arang aktif terhadap pertambahan
tinggi tanaman. Ini berarti TDZ maupun NAA tidak saling mempengaruhi
terhadap penambahan tinggi tunas, meskipun sitokinin berperan dalam
pembelahan sel dan auksin berperan dalam mendorong pemanjangan sel. Data
pada tabel | juga menunjukkan bahwa semua konsentrasi TDZ yang digunakan
tidak menyebabkan perbedaan pada pertambahan tinggi tanaman. Semua
perlakuan menyebabkan penambahan tinggi tunas Vanda tricolor antara 1 — 1,1
cm. Sementara NAA menyebabkan penambahan tinggi tunas Vanda tricolor
sebesar 1,04 — 1,07 cm. .
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Tabel 2. Pengaruh Konsentrasi Thidiazuron dan NAA terhadap Pertambahan
Tinggi Tunas Vanda tricolor dengan Penambahan Arang Aktif pada 10

MST
DZ NAA Rerata
0 0,5 1

0 0.43ab 0.48ab  0.20b 0.37

0.5 0.40ab 0.52ab 0.35ab 0.43

1 0.41ab 0.44ab  0.60ab 0.47

133 0.15b 0.43ab  0.60ab 0.42

2 0.86a 0.26b  0.47ab 0.52

Rerata 0.50 0.41 0.46 (+)

Hasil pengamatan pada tabel 2 menunjukkan tidak ada interaksi antara
Thidiazuron dan NAA dalam medium MS tanpa arang aktif terhadap pertambahan
tinggi tanaman. Ini berarti TDZ maupun NAA tidak saling mempengaruhi
terhadap penambahan tinggi tunas, meskipun sitokinin berperan dalam
pembelahan sel dan auksin berperan dalam mendorong pemanjangan sel. Data
pada tabel 2 juga menunjukkan*-bah'wa semua konsentrasi TDZ yang digunakan
tidak menyebabkan perbedaan pada pertambahan tinggi tanaman. Semua
perlakuan menyebabkan penambahan tinggi tunas Vanda tricolor antara 1 — 1,1
cm. Sementara NAA menyebabkan penambahan tinggi tunas Vanda tricolor
sebesar 1.04 — 1,07 cm.

Pertambahan Jumlah Daun

Pertumbuhan ditandai dengan penambahan volume yang tidak dapat balik.
Salah satu bentuk pertumbuhan adalah bertambahnya daun. Hasil pengamatan
terhadap pertambahan jumlah daun Vanda tricolor secara in vitro disajikan pada
gambar 3.

Pertambahan Jumlah Daun
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Gambar 3. Pengaruh Konsentrasi Thidiazuron dan NAA terhadap Pertambahan
Jumlah Daun Vanda tricolor pada 10 MST
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Hasil pengamatan pada gambar 3 menunjukkan bahwa semua perlakuan
belum memberikan pengaruh penambahan jumlah daun pada eksplan tunas
anggrek Vanda tricolor, kecuali perlakuan Thidiazuron 0.5 mg/l dan NAA 0.1
mg/] pada medium dengan penambahan arang aktif.

KESIMPULAN

1. Kombinasi Thidiazuron dengan NAA dalam: medium VW tanpa penambahan
arang aktif menunjukkan persentase hidup tanaman Vanda tricolor mencapai
83,3%, belum terjadi pertambahan tinggi tanaman yang signifikan antar
perlakuan dan belum menghasilkan pertambahan jumlah daun

2. Kombinasi Thidiazuron dengan NAA dalam medium VW dengan penambahan
arang aktif menunjukkan persentase hidup tanaman Vanda tricolor mencapai
95,3%, penambahan TDZ 2 mg/l tanpa NAA menghasilkan pertambahan tinggi
tanaman terbanyak (0.86 cm) dan hanya perlakuan TDZ 0,5 mg/l dan NAA 0,5
mg/l yang meningkatkan jumlah daun
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