
PROS SEM NAS MASY BIODIV INDON  
Volume 4, Nomor 1, Juni 2018 ISSN: 2407-8050 
Halaman: 20-27 DOI: 10.13057/psnmbi/m040103 

Induksi tunas dari protokorm intak dan fase awal perkembangan 
Dendrobium phalaenopsis secara in vitro 

In vitro shoot induction from intact protocorm and early stage development in 
Dendrobium phalaenopsis  

ARKAN SETIAJI1,♥, NINTYA SETIARI2, ENDANG SEMIARTI3,♥♥  
1Fakultas Biologi, Universitas Gadjah Mada. Jl. Teknika Selatan, Sekip Utara, Sleman 55281, Yogyakarta, Indonesia. Tel./fax.: +62-274580839, email: 

arkan.setiaji@mail.ugm.ac.id 
2Laboratorium Biologi Struktur dan Fungsi Tumbuhan, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Diponegoro. 

Kampus Undip Tembalang, Semarang 50275, Jawa Tengah, Indonesia 
3Laboratorium Bioteknologi, Fakultas Biologi, Universitas Gadjah Mada. Jl. Teknika Selatan, Sekip Utara, Sleman 55281, Yogyakarta, Indonesia. 

Tel./fax.: +62-274580839, email: endsemi@ugm.ac.id 

Manuskrip diterima: 18 Maret 2018. Revisi disetujui: 21 Juni 2018. 

Abstrak. Setiaji A, Setiari N, Semiarti E. 2018. Induksi tunas dari protokorm intak dan fase awal perkembangan Dendrobium 
phalaenopsis secara in vitro. Pros Sem Nas Masy Biodiv Indon 4: 20-27. Anggrek larat (Dendrobium phalaenopsis Fitzg.) merupakan 
flora identitas Provinsi Maluku, Indonesia. Berdasarkan Peraturan Pemerintah No. 7 tahun 1999 tentang pengawetan jenis tumbuhan dan 
satwa, anggrek ini termasuk dalam 12 spesies anggrek yang dilindungi. Perbanyakan secara in vitro perlu dilakukan sebagai upaya 
konservasi dan pemenuhan kebutuhan pasar. Biji ditumbuhkan dalam media Vacin and Went (VW) diperkaya 1,0, 2,0 dan 3,0 g l-1 
pepton. Karakteristik setiap fase yang berkembang pada biji yang berkecambah diamati dan dianalisis. Pengujian kemampuan 
multiplikasi tunas dilakukan dengan penanaman protokorm intak (utuh) umur 2,7 bulan pada media Murashige and Skoog (MS) dengan 
penambahan 4,54, 9,08, 13,62 mM Thidiazuron (TDZ) dan 4,44, 13,32, 17,76, 26,64 mM 6-Benzylaminopurine (BAP), dan kontrol. 
Fase awal perkembangan benih anggrek larat terbagi menjadi 6 fase yang optimal tumbuh pada media VW penambahan pepton 2,0 g l-1. 
Berdasarkan nilai indeks kapasitas pembentukan tunas, penambahan TDZ 9,08 mM optimal digunakan untuk induksi tunas pada 
protokorm anggrek larat dengan nilai 1,83±0,59.  

Kata kunci: Dendrobium phalaenopsis, fase awal, induksi tunas, protokorm 

Abstrak. Setiaji A, Setiari N, Semiarti E. 2018. In vitro shoot induction from intact protocorm and early stage development in 
Dendrobium phalaenopsis. Pros Sem Nas Masy Biodiv Indon 4: 20-27. Anggrek larat (Dendrobium phalaenopsis Fitzg.) is the identity 
flora of Moluccas Province, Indonesia. Based on Government Regulation no. 7 of 1999 on the preservation of plant and animal species, 
this orchid belongs to 12 species of protected orchids. In vitro propagation needs to be done as a conservation and fulfillment of market 
needs. Seeds are grown in Vacin and Went (VW) medium-enriched 1.0, 2.0, 3.0 g l-1 peptone. The characteristics of each of the 
developing phases in the germinated seed were observed and analyzed. For the establishing of proliferating cultures, intact protocorm of 
2.7 months of age were growing on Murashige and Skoog (MS) medium with the addition of 4.54, 9.08, 13.62 mM Thidiazuron (TDZ) 
and 4.44, 13.32, 17.76, 26.64 mM 6-Benzylaminopurine (BAP), and control. The initial phase of development of seeds is divided into 6 
phases that optimally grow on VW media addition of peptone 2.0 g l-1. Based on the value of the bud formation capacity (BFC) index, 
the optimal addition of TDZ 9.08 mM was used for shoot induction in protocorm of D. phalaenopsis with value 1.83±0.59.  

Keywords: Dendrobium phalaenopsis, early stages, protocorm, shoot induction 

PENDAHULUAN  

Anggrek (Orchidaceae), merupakan familia terbesar 
dalam kingdom Plantae dengan 800 genera dan 
beranggotakan 20.000 sampai dengan 30.000 spesies 
(Godo et al. 2010). Genus Dendrobium sendiri memiliki 
sekitar 1.500 spesies, kebanyakan epifit, dengan 
keunggulan mudah beradaptasi dengan berbagai cuaca, 
mudah dibudidayakan, dan memiliki daerah persebaran 
yang luas (Faria 2010; Lorenzi and Souza 2008). Di antara 
anggrek spesies yang ada, salah satu diantaranya adalah 
anggrek larat (Dendrobium phalaenopsis Fitzg.). 

Keberadaan anggrek ini di habitat aslinya sudah sangat 
sedikit dan telah ditetapkan menjadi salah satu dari 12 
spesies anggrek langka di Indonesia berdasarkan Peraturan 
Pemerintah No. 7 tahun 1999 tentang pengawetan jenis 
tumbuhan dan satwa. Upaya konservasi untuk mencegah 
kepunahan dan hilangnya sumber daya genetik, serta 
pemenuhan kebutuhan pasar terhadap suplai indukan 
anggrek perlu dilakukan. Dalam hal ini mikropropagasi 
secara in vitro menjadi solusi yang tepat karena dapat 
menghasilkan bibit anggrek dalam jumlah banyak, efisien 
dan seragam. 
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Dalam kultur in vitro diperlukan suatu media yang 
tepat. Komponen media untuk kultur in vitro anggrek 
secara umum terdiri dari makronutrien, mikronutrien, 
vitamin, asam amino, myo-inositol dan penambahan zat-zat 
organik lain yang relatif dibutuhkan dalam jumlah besar. 
Laju pertumbuhan jaringan tanaman juga dapat 
ditingkatkan dengan penambahan zat-zat organik kompleks 
dan ekstrak tanaman (Gnasekaran et al. 2012). Penambahan 
air kelapa, ekstrak pepaya, ekstrak daging, ekstrak tomat, 
dan pepton mampu mempengaruhi komposisi nutrien 
organik pada media dan menghasilkan faktor-faktor 
pertumbuhan yang tidak terdefinisi (Molnar et al. 2011). 
Pepton merupakan hasil hidrolisat dari jaringan tanaman 
atau hewan yang mengandung asam amino dan vitamin 
(Nambiar et al. 2012). Beberapa penelitian menunjukkan 
bahwa penambahan pepton dapat meningkatkan 
pembentukan formasi tunas dan dalam beberapa kasus, 
praktis digunakan untuk anggrek (Chen and Chang 2002; 
Kaur and Bhutani 2012; Ng et al. 2010) dan alpukat (Nhut 
et al. 2008) terutama untuk mempercepat pembentukan 
embrio somatik. Hossain et al. (2010) menetapkan 2,0 g l−1 
pepton sebagai konsentrasi yang optimal ditambahkan pada 
media Mitra dan Phytamax dengan tingkat perkecambahan 
biji Cymbidium giganteum mencapai 100%. Efek positif 
pepton terhadap pertumbuhan dan perkembangan awal 
anggrek juga ditunjukkan pada C. punctatum (Dutra et al. 
2008) dan anggrek terestris Calopogon tuberosus (Kauth et 
al. 2006). 

Salah satu faktor penentu keberhasilan perbanyakan 
tanaman melalui kultur jaringan adalah perimbangan 
komposisi media dengan zat pengatur tumbuh (ZPT) yang 
digunakan (Gunawan 1995). Penambahan sitokinin pada 
media kultur dapat meningkatkan laju pembentukan dan 
ukuran zona meristematik (Ioio et al. 2008). Latip et al. 
(2010) melaporkan bahwa penambahan TDZ 0,45-1,36 
mM mampu mengiduksi 1-23 protokorm baru hasil 
embriogenesis somatik sekunder pada protokorm P. 
gigantea. Pada Phalaenopsis, penggunaan TDZ secara 
tunggal lebih efektif daripada BA (Ernst 1994). Pada P. 
amabilis konsentrasi TDZ 2,27 mM optimal menginduksi 
embriogenesis somatik pada protokorm (Ningrum dkk. 
2017). Menggunakan berbagai macam eksplan, Mose et al. 
(2017) menetapkan konsentrasi 13,62 mM optimal untuk 
embriogenesis somatik pada P. amabilis. 

Jenis sitokinin lainnya adalah 6-benzylaminopurine 
(BAP). BAP telah luas digunakan dan efektif dalam 
induksi pembelahan sel dan regenerasi tunas (Chawla 
2009). Persentase proliferasi tunas tertinggi pada 
pemberian BAP konsentrasi 4,44 dan 8,88 mM. Pemberian 
17,76 mM BAP menyebabkan protokorm yang terbentuk 
berwarna kekuningan atau kecoklatan (David et al. 2008). 
Penelitian ini akan menetapkan fase perkembangan tahap 
awal dan daya multiplikasi tunas anggrek D. phalaenopsis 
pada medium in vitro dengan penambahan pepton, TDZ 
dan BAP. 

BAHAN DAN METODE 

Tempat dan waktu 
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi 

dan analisis anatomi dilaksanakan di Laboratorium Struktur 
dan Perkembangan Tumbuhan, Fakultas Biologi 
Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta pada bulan Maret 
s.d. Oktober 2017. 

Cara kerja 
Bahan tanaman 

Buah (kapsul) umur 2,5 bulan disterilisasi dengan 
perendaman dalam alkohol 70% dan dibakar beberapa 
detik. Perlakuan ini diulang 3 kali. Karpel kemudian dibuka 
dengan mengiris bagian pinggir midrib kapsul, biji diambil 
dan disemai pada media perlakuan pepton. Protokorm 
untuk perlakuan induksi tunas diperoleh dari semai pada 
perlakuan sebelumnya yang berumur 2,7 bulan. 

Pengaruh pepton terhadap perkecambahan biji dan 
pembentukan protokorm (eksperimen 1) 
 Biji ditabur pada media VW (Vacin and Went 1949) 
dengan berbagai konsentrasi pepton (1,0, 2,0 dan 3,0 g l-1). 
Media dilengkapi dengan 0,8% agar dan 2,0% sukrosa. pH 
media diatur pada kisaran 5,2-5,8 sebelum diautoklaf pada 
suhu 121o C, tekanan 103.421 kPa, selama 15 menit. 
Perkecambahan biji dan perkembangan fase protokorm 
diamati setiap minggu selama 2 bulan pengamatan. Pada 
setiap minggu sampel diambil untuk dibuat preparat 
anatomisnya berdasarkan metode Ruzin (1999). 
 
Pengaruh TDZ dan BAP terhadap induksi tunas protokorm 
(eksperimen 2) 

Protokorm hasil eksperimen 1 disubkultur pada media 
MS (Murashige and Skoog 1962) dengan berbagai 
konsentrasi TDZ (4,54, 9,08, 13,62 mM) dan BAP (4,44, 
13,32, 17,76, 26,64 mM). Media dilengkapi dengan 0,2% 
gellan gum dan 3,0% sukrosa. pH media diatur pada 
kisaran 5,6-6,3 sebelum diautoklaf pada suhu 121o C, 
tekanan 103.421 kPa, selama 15 menit. Setiap perlakuan 
diujikan pada 40 protokorm selama 8 minggu, kemudian 
diukur nilai indeks kemampuan pembentukan tunas (bud 
forming capacity (BFC)). 

Analisis data 
Data perkecambahan dan perkembangan protokorm 

dianalisis dengan ANOVA atau Kruskal-Wallis dilanjutkan 
dengan uji Mann Whitney U atau uji Duncan. Analisis data 
multiplikasi tunas menggunakan BFC index yang dihitung 
berdasarkan rerata jumlah tunas dan respon persentase 
eksplan (Hajong et al. 2013). 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Pengaruh pepton terhadap perkecambahan biji dan 
pembentukan protokorm (eksperimen 1) 

Perkembangan protokorm anggrek D. phalaenopsis 
yang diamati selama 8 minggu menunjukkan adanya 6 fase 
perkembangan (Gambar 2), adapun rincian perkembangan  
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Gambar 1. Perkembangan fase-fase pasca germinasi selama 8 minggu. Grafik ini menggambarkan fase yang mendominasi dan yang 
berkurang jumlahnya, berkembang menjadi fase selanjutnya pada setiap minggu pengamatan dan media perlakuan yang diujikan, 
berturut-turut A-H, minggu ke-1 s.d. minggu ke-8. VW = Vacin & Went (kontrol); VWP1 = VW + 1,0 g l-1; VWP2 = VW + 2,0 g l-1; 
VWP3 = VW + 3,0 g l-1 

 
 
 

setiap fase per minggunya diilustrasikan pada gambar 1. 
Jumlah protokorm dari masing-masing fase dihitung. Pada 
minggu ke-8, 68.77% protokorm masih berada pada fase 4 
pada media VW; 49.48% pada fase 5 di media VWP1; 
76.82% pada fase 5 di media VWP2; dan 76.51% pada fase 
5 di media VWP3. Penentuan konsentrasi penambahan 
pepton yang optimal diperoleh berdasarkan fase 5, dimana 
fase ini sudah membentuk struktur bipolar dan merupakan 
fase terbanyak dari 6 fase yang diketahui (Gambar 3). 

Selain itu penentuan perlakuan terbaik juga didasarkan 
atas luas penampang melintang protokorm anggrek larat 
(Tabel 1). Luas penampang protokorm yang dipilih adalah 
pada fase 5 usia 8 minggu dan dipilih secara random. 
Berdasarkan percobaan VWP2 mampu menghasilkan 
protokorm anggrek larat dengan penampang paling luas. 
Grafik perbandingan luas protokorm fase 5 juga 
ditampilkan (Gambar 4). 
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Gambar 2. Fase-fase perkembangan bibit awal anggrek larat. A. Fase 0 (embrio terselubung testa). B. Fase 1 (embrio berkembang 
berbentuk ovoid). C. Fase 2 (testa pecah dan embrio berbentuk ovoid tumbuh melampui testa). D. Fase 3 (bentuk embrio membulat dan 
telah terpisah dari testa. E. Fase 4 (zona mersitem apikal terbentuk); F. Fase 5 (protokorm akan membentuk SAM); G. Fase 6 
(protokorm dengan primordial daun). T = testa; PM = promeristem; P = parenkim; AM = apical meristem; PT = provascular tissue; PS 
= procambial strand; SAM = shoot apical meristem; LP = leaf primordia. Skala (A-F) = 100 µm (G) 500 µm 
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Pengaruh TDZ dan BAP terhadap induksi tunas 
protokorm (eksperimen 2) 

Strategi perbanyakan anggrek larat juga dapat 
dilakukan dengan induksi tunas menggunakan Thidiazuron 
atau BAP. Menggunakan protokorm intak fase 5 umur 9 
minggu selama 8 minggu pengamatan diketahui bahwa 
nilai BFC tertinggi pada medium MS + pepton 2,0 g l-1 + 
TDZ 9,08 mM (Tabel 2). Adapun proses pemunculan tunas 
adventif disajikan pada Gambar 6. 

 
 

Tabel 1. Luas penampang melintang protokorm fase 5 pada 4 
medium penambahan pepton. Protokorm memiliki penampang 
paling luas pada medium VWP2 
 

Medium 
Protokorm 

yang dihitung 
Rerata luas (µm2) ± SD 

VW 40 128340.6805 ± 24167.91 
VWP1 40 268334.4855 ± 67031.27 
VWP2 40 529008.71175 ± 132974.9 
VWP3 40 371584.23925 ± 95689.78 
 
 

Tabel 2. Rerata nilai BFC pada eksplan yang diinduksi 
thidiazuron dan BAP. Rerata nilai BFC tertinggi 1,13 pada 
medium MS + pepton 2,0 g l-1 + TDZ 9,08 mM sedangkan 
terendah 0,13 pada medium MS + pepton 2,0 g l-1 + BAP 4,44 
mM 
 

Medium Rerata BFC ± SD 

MSP2T1 0,90 ± 0,40 
MSP2T2 1,83 ± 0,59 
MSP2T3 0,43 ± 0,20 
MSP2B1 0,13 ± 0,15 
MSP2B3 0,20 ± 0,18 
MSP2B4 0,76 ± 0,26 
MSP2B6 0,74 ± 0,49 
MS 0,29 ± 0,17 
VW 0,49 ± 0,25 
 
 
 
 

 
Gambar 3. Jumlah protokorm fase 5 pada 4 medium penambahan 
pepton. VW + pepton 2 g l-1 memiliki prosentase tertinggi 
sedangkan medium dasar VW memiliki prosentase terendah. 
 

 
Gambar 4. Perbandingan luas penampang melintang protokorm 
pada usia 8 minggu. Protokorm memiliki penampang paling luas 
pada medium VWP2 (µm2) 
 

 
 
Gambar 5. Perbandingan nilai BFC pada berbagai medium 
perlakuan. Rerata nilai BFC tertinggi 1,13 pada medium MS + 
pepton 2,0 g l-1 + TDZ 9,08 mM sedangkan terendah 0,13 pada 
medium MS + pepton 2,0 g l-1 + BAP 4,44 mM 
 
 
         

 
Gambar 6. Perkembangan tunas adventif pada pangkal eksplan 
protokorm. A. 2 minggu, pangkal mulai mengalami penonjolan; 
B. 4 minggu, propagul mulai terlihat; C. 6 minggu, SAM mulai 
terbentuk; D. 7 minggu, primordia daun berkembang; E. tampilan 
penuh eksplan pada umur >9 minggu setelah penanaman pertama. 
Skala = 0,5 cm 
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Pembahasan 
Studi pendahuluan memperlihatkan bahwa D. 

phalaenopsis sulit untuk berkecambah. Umur kematangan 
fisiologis biji sulit diprediksi karena biji yang mudah 
berkecambah adalah yang berwarna putih kekuningan yang 
seringkali warna valvenya masih kehijauan. Pada 
umumnya buah anggrek diprediksi matang ketika warna 
valve kekuningan. Pengamatan secara mendetail 
bagaimana kondisi embrio D. phalaenopsis di dalam testa 
dalam penelitian ini belum dilakukan. Pada spesies anggrek 
yang sulit berkecambah, selain adanya kulit biji luar, 
terdapat selapis kulit lagi bagian dalam yang disebut 
karapas yang menghasilkan selubung embrio yang rigid 
saat biji masak (Yamazaki and Miyoshi 2006). Saat biji 
mulai masak, beberapa senyawa kimia, misalnya, polifenol, 
bahan kutikular, atau lignin, dapat terakumulasi pada pada 
kulit biji dan menyebabkan biji yang matang bersifat 
hidrofobik (Lee et al. 2005). Faktor-faktor ini dapat 
menyebabkan impermeabilitas benih yang masak dan 
menghasilkan persentase perkecambahan biji yang rendah 
(Hsu and Lee 2012). Selain itu, akumulasi asam absisat 
endogen yang tinggi dalam biji matang juga menghambat 
perkecambahan biji (Lee et al. 2007). Akibatnya, 
perbanyakan in vitro pada biji yang belum matang sering 
digunakan untuk memaksimalkan persentase 
perkecambahan pada beberapa spesies anggrek. 

Embrio masak akan mulai berkembang pada umur 2 
minggu setelah penaburan (msp) dengan memperbesar 
volume sehingga berbentuk ovoid. Pada minggu ke-3 akan 
terjadi peningkatan jumlah fase 3 dimana bentuk 
protokorm yang membulat dengan sel-sel yang seragam 
(sel parenkim). Fase-fase perkembangan protokorm secara 
anatomi tersebut kemudian diperbandingkan dengan 
tampilan morfologi (Gambar 2). Rambut akar mulai terlihat 
pada fase 3 dan akar sejati mulai terlihat setelah umur 12 
minggu. Selama pengamatan struktur tunas lebih terbentuk 
dibandingkan dengan perakaran. 

Setelah embrio berkembang menjadi fase 1, dalam 2-3 
hari akan menjadi fase 2 sehingga pada minggu ke-2 
jumlah fase 2 sudah mengalami penurunan. Proses 
perkecambahan diawali dengan imbibisi. Benih menyerap 
air dan oksigen yang menyebabkan benih membengkak dan 
ukurannya meningkat. Pada benih dengan endosperma, 
enzim yang dikeluarkan akan mengubah pati yang tidak 
larut menjadi gula terlarut. Namun pada anggrek, 
kompleksitas komposisi medium in vitro sudah cukup 
untuk mendukung diferensiasi sel. Air tersebut memicu 
penurunan kadar hormon etilen dan asam absisat sehingga 
hormon auksin teraktivasi. Auksin berperan dalam 
mempengaruhi pembelahan sel, pemanjangan sel dan 
diferensiasi sel (Eibl et al. 2009). Pusat pengorganisasian 
auksin terletak di dekat ujung anterior embrio, dan auksin 
akan mengalir ke bagian basal dan membentuk hipofisis, 
yang merupakan jaringan inisial untuk meristem akar (Su et 
al. 2011). 

Pada sebagian besar angiosperma, meristem embrionik 
terbentuk selama embriogenesis (tahap jantung (heart 
stage)), yang kemudian membentuk sumbu tunas/akar. 
Setelah perkecambahan, sel embrio membelah untuk 
membentuk protokorm, yang dapat berbentuk tuberous, 

sphere atau lonjong, dan terdiri dari sel yang tidak 
terdiferensiasi hingga sekitar dua sampai tiga minggu 
kemudian, meristem akan memunculkan daun pertama 
(Vinogradova and Andronova 2002). Daun pertama D. 
phalaenopsis muncul pada minggu ke-5. Hal ini 
menunjukkan bahwa perkembangan awal anggrek sejalan 
dengan pembentukan meristem tunas yang juga teramati 
selama pertengahan/akhir embriogenesis pada kebanyakan 
angiosperma.  

Pada medium dengan penambahan pepton, embrio saat 
masih terbungkus testa sebelum pecah (fase 1 minggu ke-1) 
sudah berwarna kehijauan (greenish embryo). Namun hal 
ini bukan berarti telah terjadi peralihan dari heterotrof 
menjadi autotrof dalam waktu singkat. Inisiasi klorofil 
memang terjadi sejak awal embriogenesis melalui adanya 
kloroplas embrionik fungsional namun kloroplas ini akan 
mengalami degenerasi sehingga disebut eoplast (Ruppel et 
al. 2011). 

Protein fotosintesis penting dalam kloroplas terdapat 
pada lapisan SAM (L1, L2 dan L3) dan primordia daun, 
yang telah digunakan untuk studi diferensiasi kloroplas 
dalam jaringan (Charuvi et al. 2012). Lapisan L1, LP dan 
sebagian besar lapisan L3 pada plastidnya mengandung 
jejaring pembentukan tilakoid yang juga terdapat protein 
aktif untuk fotosintesis. Pada D. phalaenopsis, SAM telah 
muncul pada usia 21 hari. Arditi (1992) menemukan 
kloroplast terbentuk pada 14-21 hari setelah penaburan 
pada media kultur in vitro yang mengandung gula. Terlepas 
dari fungsi vital mengatur pembelahan sel dan diferensiasi, 
sitokinin terlibat langsung dalam pembentukan kloroplas 
oleh sintesis protein kloroplas dan pigmen fotosintetik 
(Aremu et al. 2012). 

Embrio selanjutnya berkembang menjadi protokorm. 
Protokorm merupakan bentuk peralihan embrio yang belum 
terdiferensiasi. Protokorm membentuk dua sumbu 
(bipolar), bagian anterior dan posterior. Selama proses 
perkecambahan, pecahnya kulit biji memungkinkan 
protokorm putih mengembang, yang dalam waktu singkat 
menjadi kehijauan. Protokorm hijau berbentuk bulat dan 
menghasilkan rhizoid di daerah yang bersentuhan dengan 
media kultur; sel-sel kecil di daerah yang berlawanan 
mengalami pembelahan sel untuk membentuk jaringan 
meristematik. Massa meristematik tersebut menghasilkan 
tonjolan yang berkembang menjadi daun pertama, dan daun 
selanjutnya dihasilkan dari meristem ini. Daun ini 
berbentuk tombak tebal dan memiliki ujung acute. Setelah 
primordia daun terbentuk, procambial strand akan 
berkembang dan memanjang ke atas ke arah primordia 
daun serta ke bawah ke arah protokorm, sedangkan akar 
pertama akan muncul dari sel-sel yang berdekatan dengan 
tempat munculnya tunas ujung (Arditti 1992). Selama 
kultur in vitro, sejumlah kecil protokorm menghasilkan 
apeks tunas baru, masing-masing berpotensi sebagai bibit 
tunggal. Pada fase akhir, mayoritas protokorm ini muncul 
absorbing hair pada bagian posterior protokorm. Tidak 
seperti tumbuhan lainnya, pada anggrek belum terbentuk 
Root Apical Meristem (RAM) selama perkembangan awal 
anggrek sehingga peran penyerapan nutrien digantikan 
sementara oleh rambut akar (Novero et al. 2008) 
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Penentuan fase perkembangan awal D. phalaenopsis ini 
berdasarkan perkembangan struktur tunas. Pepton kaya 
akan kandungan nitrogen dan asam-asam amino. 
Keberadaan nitrogen berkorelasi positif dengan konsentrasi 
sitokinin (Kamada-Nobusada et al. 2013; Kiba et al. 2011), 
khususnya pada tunas apikal namun menghambat 
biosintesis sitokinin pada tunas lateral (Liu et al. 2011). 
Sitokinin merupakan fitohormon yang berperan dalam 
beberapa proses pertumbuhan dan perkembangan tanaman, 
seperti pertumbuhan tunas dan akar, dominansi apikal dan 
perpanjangan umur daun (Werner et al. 2003). Sitokinin 
juga berperan dalam pembentukan klorofil dari prekusor 
protoklorofil dan asam amino tirosin yang terdapat dalam 
pepton diketahui berperan dalam perubahan protoklorofil 
menjadi klorofil sebagai donor proton (Yoshiki et al. 2003; 
Belyaeva and Litvin, 2007). 

Pada perlakuan induksi tunas. Daerah pertumbuhan 
tunas-tunas adventif ini berada pada pangkal eksplan 
(Gambar 6). Nilai yang tertinggi pada luas penampang 
yang diukur tidak mutlak dapat digunakan untuk penentuan 
pengaruh pepton. Gejala vetrifikasi juga memengaruhi nilai 
yang didapatkan sehingga tidak representatif dalam melihat 
biomassa yang terbentuk. Namun dengan besarnya 
penampang bibit, hara yang terserap diharapkan semakin 
banyak sehingga dapat mendukung laju pertumbuhan bibit 
lebih cepat. 

Menurut Chen and Chang (2004), lapisan sel epidermal 
pada bagian posterior protokorm memiliki kemampuan 
pengulangan embriogenesis. Tunas yang tumbuh pada 
semua perlakuan TDZ adalah melalui embriogensis 
langsung, tanpa tahapan kalus. Eksplan yang berukuran 
besar menghasilkan jumlah propagul yang lebih banyak 
namun propagul-propagul yang tertutupi menjadi browning 
kemudian mati. Tidak sepenuhnya eksplan dalam 
penelitian ini ditanam secara vertikal, eksplan yang 
merebah dengan daun yang kontak langsung dengan 
medium juga tidak memunculkan propagul. 

Thidiazuron 9,08 mM memberikan nilai BFC tertinggi 
meskipun secara statistik hasilnya tidak berbeda nyata 
dengan medium perlakuan yang lain termasuk pada BAP. 
Beberapa laporan tentang anggrek terutama pada 
Dendrobium telah sepakat bahwa TDZ sangat efektif 
merangsang pembentukan dan pemanjangan tunas 
(Parthibhan et al. 2015). TDZ adalah turunan fenil urea, 
stimulator yang lebih aktif untuk pembentukan tunas 
karena aktivitas sitokinin yang tinggi dan sifat persistensi 
yang lebih dalam di jaringan tanaman, hal ini menyebabkan 
regenerasi berupa pemanjangan dan perakaran tunas 
(Parthibhan et al. 2015). 

Feng and Chen (2014) berhasil melakukan 
embriogenesis langsung pada intak Phalaenopsis aphrodite 
dengan kemunculan tunas juga pada bagian distal. TDZ 3 
mg/L menginduksi embrio somatik terbanyak dari eksplan 
protokorm. Sedangkan penelitian Feng and Chen (2014) 
lainnya menemukan bahwa konsentrasi 2,27 atau 4,54 mM 
TDZ menghasilkan hasil terbaik induksi embriogenesis 
somatik dari seedling. Dari dua penelitian tersebut 
menyimpulkan bahwa umur eksplan adalah faktor 
pembatas keefektifan hormon. 

Indeks BFC adalah indikator induksi tunas yang efisien 
karena mempertimbangkan jumlah eksplan yang 
menunjukkan tunas terinduksi serta jumlah tunas per 
eksplan (Tandon et al. 2007). 

KESIMPULAN 

Tahap awal perkembangan D. phalaenopsis terdiri dari 
6 fase, yaitu fase 0, fase 1, fase 2, fase 3, fase 5 dan fase 6. 
Berdasarkan analisis fase-fase perkembangan bibit awal, 
respon terbaik ditunjukkan oleh penambahan pepton 2 g l-1. 
multiplikasi tunas terbanyak ditemukan pada medium 
dengan penambahan TDZ 9,08 mM. 
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