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Abstrak

Grammatophyllum stapeliiflorum merupakan jenis anggrek epifit dengan pertumbuhan vegetatif dan
generatif yang relatif lambat. Anggrek ini termasuk ke dalam kelompok CITES Apendiks Il. Kultur
in vitro merupakan usaha perbanyakan paling efektif untuk tanaman anggrek. Penggunaan media
kultur dan Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) yang tepat akan meningkatkan keberhasilan perkecambahan
biji anggrek secara in vitro. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh konsentrasi media
MS dan penambahan BAP terbaik terhadap perkecambahan anggrek G. stapeliiflorum secara in vitro.
Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap dengan 6 perlakuan dan 4 ulangan. Perlakuan
berupa variasi konsentrasi media MS dan BAP, yaitu: MS penuh; MS %2 hara makro; MS ¥4 hara
makro; MS penuh + 1 ppm BAP; MS % hara makro + 1 ppm BAP; dan MS ¥4 hara makro + 1 ppm
BAP. Parameter yang diamati pada penelitian ini, yaitu waktu muncul protokorm dan persentase
tahap perkecambahan biji. Data dianalisis menggunakan uji ANOVA dan uji lanjut Duncan New
Multiple Range Test dengan taraf 5%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian BAP mampu
mempercepat waktu muncul protokorm. Konsentrasi media MS ¥ hara makro + 1 ppm BAP
merupakan konsentrasi terbaik untuk perkecambahan biji anggrek tahap 0 hingga tahap 3, sedangkan
konsentrasi media MS % hara makro merupakan konsentrasi terbaik untuk mencapai tahap 4
perkecambahan biji anggrek G. stapeliiflorum secara in vitro.

Kata Kunci: BAP; Grammatophyllum stapeliiflorum; Media MS; Perkecambahan

Abstract

Grammatophyllum stapeliiflorum is a type of epiphytic orchid with relatively slow vegetative and generative
growth. This orchid is included in the CITES Appendix Il group. In vitro culture is the most effective
propagation method for orchid plants. The use of appropriate culture media and growth regulators will
increase the success of orchid seed germination in vitro. This study aims to determine the effect of the best
concentration of MS media and the addition of BAP on the germination of G. stapeliiflorum orchids in vitro.
This study used a completely randomized design with 6 treatments and 4 replications. The treatments consisted
of varying concentrations of MS and BAP media, namely: full MS; MS % macro nutrients; MS ¥ macro
nutrients; full MS + 1 ppm BAP; MS ¥ macro nutrients + 1 ppm BAP; and MS ¥ macro nutrients + 1 ppm
BAP. The parameters observed in this study were the time when the protocorm appeared and the percentage
of seed germination stages. Data were analyzed using the ANOVA test and the Duncan New Multiple Range
Test with a level of 5%. The results of the study showed that administration of BAP was able to speed up the
time when protocorm appeared. MS media concentration ¥ macro nutrients + 1 ppm BAP is the best
concentration for stage 0 to stage 3 orchid seed germination, while MS media concentration % macro nutrients
is the best concentration for achieving stage 4 germination of G. stapeliiflorum orchid seeds in vitro.
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PENDAHULUAN

Keragaman jenis tanaman di Indonesia sangat tinggi, salah satunya berasal dari famili
Orchidaceae. Sekitar 5.000 jenis famili ini tersebar luas di Indonesia, diantaranya 1.327 jenis tumbuh
di Pulau Jawa dan selebihnya tumbuh di Pulau Sumatera, Kalimantan, Sulawesi, Papua, dan pulau
lainnya (Isda & Fatonah, 2014). Tanaman anggrek mempunyai potensi sangat besar untuk
dikembangkan mengingat keanekaragamanya mulai terancam. Berdasarkan CITES (2015) anggrek
jenis Grammatophyllum stapeliiflorum tergolong pada kategori Apendiks Il. Keberadaan jenis
anggrek ini sangat penting, karena merupakan salah satu tanaman hias komersial dengan nilai
ekonomi yang tinggi. Kegiatan eksploitasi terhadap jenis anggrek ini dilakukan terus-menerus,
terjadinya kerusakan dan perubahan habitat menjadi daerah pertanian atau permukiman maupun
terjadinya fragmentasi habitat menyebabkan anggrek jenis G. stapeliiflorum ini mulai langka dan sulit
dijumpai lagi di habitat aslinya. Selain itu, biji anggrek memiliki kemampuan untuk berkecambah
yang sangat rendah, menurut Gogoi et al. (2012), kurang dari 5% biji anggrek mmpu berkecambah
di alam karena bijinya yang tidak memiliki endosperm dan membutuhkan jamur mikoriza spesifik
pada tahap awal perkembangannya. Teknik perbanyakan tanaman secara in vitro diperlukan untuk
meningkatkan keberhasilan perkecambahan biji anggrek.

Biji anggrek melalui beberapa tahapan perkecambahan. Rahayu dan Mulyani (2020)
menggolongkannya menjadi 5 tahapan. Tahapan pertama ditandai dengan biji yang mulai bengkak
namun masih tertutup testa. Tahap kedua, biji sudah mulai berkecambah terlihat dari ukuran embrio
yang semakin membesar diikuti dengan pecahnya kulit biji (testa). Tahap ketiga, embrio membentuk
bulatan berwarna hijau dan disebut sebagai protokorm. Tahap keempat, protokorm tumbuh
membentuk struktur tunas dan rizoid. Kemudian pada tahap kelima ditandai dengan munculnya daun
pertama menandakan akhir masa perkecambahan biji anggrek.

Media Murashige dan Skoog (MS) sering digunakan untuk perkecambahan khususnya
perkecambahan tanaman anggrek. Penggunaan media MS dengan konsentrasi berbeda dapat
memberikan pengaruh berbeda pada pertumbuhan beberapa jenis anggrek. Persentase tumbuh,
jumlah, dan tinggi tunas anggrek Cymbidium secara umum lebih tinggi pada media ¥4 dan %2 MS
dibanding MS penuh. Pengurangan komposisi pada media 2 MS hingga ¥4 MS masih mampu
menopang pertumbuhan tanaman in vitro (Pratama, 2018). Pengurangan komposisi media kultur
jaringan sering dikombinasikan dengan penambahan Zat Pengatur Tumbuh (ZPT). Penelitian yang
dilakukan oleh Sulichantini et al. (2020) menyatakan bahwa keberhasilan kultur in vitro juga
ditentukan oleh ZPT yang diberikan. Penambahan ZPT tertentu dapat memicu pertumbuhan tanaman
secara in vitro. ZPT yang biasa ditambahkan pada kultur in vitro adalah dari golongan auksin dan
sitokinin. Salah satu ZPT golongan sitokinin adalah 6-Benzylaminopurine (BAP). Penambahan BAP
pada media kultur in vitro dapat memicu pembelahan sel dan morfogenesis. Penelitian yang dilakukan
oleh Lestari et al. (2013) menunjukkan bahwa pertumbuhan biji cenderung meningkat pada
konsentrasi BAP lebih tinggi, yaitu pemberian BAP dengan konsentrasi 1,0-2,0 ppm. Berdasarkan
uraian di atas, dilakukan penelitian yang mengkaji secara jelas mengenai komposisi nutrisi yang tepat
pada tahap perkecambahan biji anggrek Grammatophyllum stapeliiflorum secara in vitro.

MATERIAL DAN METODE

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Riset Fisiologi Tumbuhan, Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Andalas, Padang. Alat yang digunakan pada
penelitian ini antara lain: Autoclave GEA LS-75LJ, Laminar Air Flow Cabinet (LAFC) Astec HLF
1.200 L, dan mikroskop stereo Olympus SZ 61. Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara
lain; buah anggrek G. stapeliiflorum, larutan stok media MS, larutan stok ZPT BAP, sabun anti
bakteri, gula, agar, alkohol 96%, dan alkohol 70%. Buah anggrek G. stapeliiflorum dikoleksi di
kawasan hutan Lembah Harau, Kabupaten 50 Kota, Sumatera Barat.

Penelitian ini dilakukan dengan metode eksperimental menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) yang terdiri atas enam perlakuan dan empat kali ulangan. Perlakuan berupa variasi konsentrasi
media MS dan BAP yang terdiri dari A (MS penuh), B (MS % hara makro), C (MS ¥4 hara makro),
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D (MS penuh + BAP 1 ppm), E (MS %2 hara makro + BAP 1 ppm), dan F (MS ¥ hara makro + BAP
1 ppm).

Media Tanam

Media tanam perlakuan A, B, C, D, E, dan F masing-masing dibuat dengan volume total 500
mL. Sebanyak 15 g gula pasir dimasukkan ke dalam larutan dan dihomogenkan. Setelah larutan
homogen, pH larutan disesuaikan dalam rentang 5,8—6,0. Bubuk agar dimasukkan sebanyak 3,5 g ke
dalam larutan lalu dipanaskan dan dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer hingga mendidih.
Media dimasukkan ke dalam botol steril sebanyak 24 unit percobaan. Media disterilisasi
menggunakan autoclave pada tekanan 17,5 psi dengan suhu 121 °C selama 15 menit.

Sterilisasi Eksplan

Sebelum dilakukan penyemaian biji anggrek, buah anggrek disterilisasi menggunakan metode
sterilisasi Handini (2019) dengan cara mencuci seluruh permukaan buah anggrek menggunakan sabun
anti bakteri selama 30 menit kemudian dibilas pada air mengalir. Buah anggrek dimasukkan ke dalam
beaker glass steril dan ditutup menggunakan kertas alumunium voil. Di dalam LAFC buah anggrek
dicelupkan ke dalam larutan alkohol 96% dan dilewatkan di atas api bunsen.

Penyemaian Biji Anggrek

Buah anggrek steril dibelah menggunakan scapel steril hingga terbuka seluruhnya dan terlihat
biji anggrek berupa serbuk kuning. Biji anggrek disemai pada media percobaan masing-masingnya
sebanyak dua spatula secara merata.

Parameter Pengamatan

Pengamatan waktu munculnya protokorm dilakukan setiap hari hingga protokorm terbentuk.
Pengamatan persentase tahap perkecambahan biji dilakukan pada hari terakhir pengamatan.
Perkecambahan biji diamati dengan menghitung jumlah total biji di bawah mikroskop stereo dengan
menghitung persentase biji yang berhasil mencapai tahap 0 hingga tahap 4.

Persentase tahap perkecambahan biji dihitung dengan menggunakan rumus, jumlah biji pada
satu tahap/jumlah total biji x 100%. Tahap perkecambahan biji anggrek pada tahap O yaitu biji yang
belum berkembang. Tahap 1 saat embrio membengkak namun masih tertutup testa. Memasuki tahap
2 perkecambahan, ukuran embrio bertambah besar sehingga menekan testa hingga mengakibatkan
sebagian embrio keluar dari testa. Pada tahap 3 embrio sudah lepas sepenuhnya dari testa dan
membentuk struktur bulatan berwarna hijau yang disebut protokorm. Pada tahap 4 terbentuk
protokorm dengan calon tunas yang disebut dengan Shoot Apical Meristem (SAM) dan calon akar
yang disebut Root Apical Meristem (RAM) (Rahayu & Mulyani, 2020).

Analisis Data

Data yang didapat dari hasil penelitian dianalisis secara statistik menggunakan uji ANOVA.
Jika analisis data menunjukan berbeda nyata antar masing-masing perlakuan akan dilanjutkan dengan
uji lanjut Duncan New Multiple Range Test (DNMRT) dengan taraf 5%.

HASIL

Waktu muncul protokorm anggrek G. stapeliiflorum (Gambar 1) pada beberapa konsentrasi
media MS dan penambahan BAP dapat dilihat pada Tabel 1. Hasil uji DNMRT menunjukkan bahwa
penambahan BAP pada media MS berpengaruh nyata terhadap waktu muncul protokorm anggrek G.
stapeliiflorum secara in vitro. Penambahan BAP 1 ppm memberikan pengaruh yang sama pada
beberapa media dengan pengurangan konsentrasi hara makro.

Hasil penelitian parameter persentase tahap perkecambahan biji anggrek G. stapeliiflorum pada
beberapa konsentrasi media MS dan penambahan BAP dapat dilihat pada Tabel 2 dan Gambar 1.
Pengurangan konsentrasi unsur hara makro dan penambahan BAP pada media MS berpengaruh nyata
pada persentase tahap perkecambahan biji anggrek G. stapeliiflorum secara in vitro.
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Tabel 1. Waktu muncul protokorm anggrek Grammatophyllum stapeliiflorum pada beberapa media

tumbuh
Perlakuan Rata-rata waktu muncul protokorm (HSP)
A. MS penuh 39,25P
B. MS % hara makro 41,75
C. MS ¥ hara makro 45,00°
D. MS penuh+1 ppm BAP 27,007
E. MS %2 hara makro+1 ppm BAP 28,257
F. MS ¥, hara makro+ 1 ppm BAP 30,75%

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata berdasarkan uji
DNMRT pada taraf 5%; Hari Setelah Penyemaian (HSP)

.
(1) Length 2461.24 pm. ‘

Gambar 1. Tahapan perkecambahan biji anggrek Grammatophyllum stapeliiflorum pada beberapa
konsentrasi media MS selama 12 minggu setelah penyemaian, yaitu tahap 0, biji belum
berkecambah, embrio masih terbungkus testa (a); tahap 1, biji belum berkecambah,
embrio masih terbungkus testa namun mengalami pembengkakan (b); tahap 2, biji
berkecambah, sebagian embrio sudah lepas dari testa, embrio berwarna hijau (c); tahap
3, embrio sepenuhnya terlepas dari testa dan membentuk bulatan penuh berwarna hijau
yang disebut sebagai protokorm (d); tahap 4, protokorm membentuk struktur baru pada
bagian ujung apikalnya yang disebut sebagai Shoot Apical Meristem (SAM) dan Root
Apical Mersitem (RAM) (e); a= testa, b= embrio, c= Protokorm, d= Shoot Apical
Meristem (SAM), e= Root Apical Mersitem (RAM), dan f= Absorbing hair. Garis= 500
Mm

Tahap 0 dan Tahap 1 (Biji Belum Berkecambah)

Persentase biji belum berkecambah pada beberapa konsentrasi media MS dengan penambahan
BAP dapat dilihat pada Tabel 2. Hasil uji DNMRT menunjukkan bahwa beberapa konsentrasi media
MS dengan penambahan BAP berpengaruh nyata terhadap persentase biji belum berkecambah.
Berdasarkan Tabel 2, rerata persentase biji anggrek belum berkecambah terendah terdapat pada
perlakuan MS % hara makro + 1 ppm BAP, sebesar 68,45%. Pengurangan konsentrasi hara makro
menjadi ¥ hara makro berpengaruh nyata terhadap persentase biji belum berkecambah. Penambahan
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BAP pada media dengan konsentrasi % hara makro memberikan persentase biji belum berkecambah
lebih rendah dibandingkan pada media dengan konsentrasi penuh dan % hara makro.

Tabel 2. Persentase tahap perkecambahan biji anggrek Grammatophyllum stapeliiflorum pada
beberapa media tumbuh selama 12 minggu setelah penyemaian
Rata-rata persentase tahap perkecambahan biji anggrek
G. stapeliiflorum (%)

Tahap 0 dan Tahap 4
Perlakuan tahap 1 Ta(rg?}? 2 Tahap 3 (protokorm
b(bkiji bellgmh) berkecaJm bah) (protokorm) dgngan SAI)\/I
erkecamba an RAM
MS penuh 97,65¢ 0,50° 1,85% 0,00
MS %2 hara makro 98,36°¢ 0,61° 1,032 0,002
MS ¥ hara makro 96,01° 0,96° 2,53° 0,49°
MS penuh+1 ppm BAP 76,98° 21,77° 1,15 0,09?
MS % hara makro +1 ppm BAP  76,56° 22,08P 1,36% 0,00
MS ¥ hara makro + 1 ppm BAP 68,452 28,93° 2,62° 0,00°

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata berdasarkan uji
DNMRT pada taraf 5%

Tahap 2 (Biji Berkecambah)

Persentase biji berkecambah pada beberapa konsentrasi media MS dengan penambahan BAP
dapat dilihat pada Tabel 2. Hasil uji DNMRT menunjukkan bahwa beberapa konsentrasi media MS
dengan penambahan BAP berpengaruh nyata terhadap persentase biji berkecambah. Berdasarkan
Tabel 2, rerata persentase biji anggrek berkecambah tertinggi terdapat pada perlakuan MS ¥4 hara
makro + 1 ppm BAP, sebesar 28,93%. Pengurangan konsentrasi hara makro menjadi ¥% hara makro
berpengaruh nyata terhadap persentase biji berkecambah. Penambahan BAP pada media dengan
konsentrasi ¥ hara makro memberikan persentase biji berkecambah lebih tinggi dibandingkan pada
media dengan konsentrasi penuh dan %2 hara makro.

Tahap 3 (Protokorm)

Persentase protokorm pada beberapa konsentrasi media MS dengan penambahan BAP dapat
dilihat pada Tabel 2. Hasil uji DNMRT menunjukkan bahwa beberapa konsentrasi media MS dengan
penambahan BAP tidak berpengaruh nyata terhadap persentase protokorm. Berdasarkan Tabel 2,
rerata persentase biji anggrek berkecambah tertinggi terdapat pada perlakuan MS ¥4 hara makro + 1
ppm BAP, sebesar 2,62%. Media dengan konsentrasi ¥ hara makro menunjukkan persentase
protokorm lebih tinggi dibandingkan perlakuan lain. Media MS ¥4 hara makro dengan penambahan
BAP menghasilkan rerata persentase tertinggi dan diikuti oleh media MS % hara makro tanpa
penambahan BAP, sebesar 2,53%.

Tahap 4 (Protokorm dengan SAM dan RAM)

Persentase protokorm dengan SAM dan RAM pada beberapa konsentrasi media MS dengan
penambahan BAP dapat dilihat pada Tabel 2. Hasil uji DNMRT menunjukkan bahwa beberapa
konsentrasi media dengan penambahan BAP berpengaruh nyata terhadap persentase protokorm
dengan SAM dan RAM. Berdasarkan Tabel 2, rerata persentase protokorm dengan SAM dan RAM
terdapat pada perlakuan MS ¥ hara makro, sebesar 0,49%. Perlakuan tunggal berupa pengurangan
konsentrasi hara makro menjadi ¥ hara makro berpengaruh nyata terhadap persentase protokorm
dengan SAM dan RAM. Penambahan BAP pada beberapa konsentrasi media MS memberikan
pengaruh yang tidak berbeda nyata dengan perlakuan lain.

PEMBAHASAN
Hasil penelitian menunjukkan bahwa beberapa konsentrasi media MS dengan penambahan
BAP memberikan pengaruh nyata terhadap persentase tahap perkecambahan biji anggrek G.
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stapeliiflorum. Hal ini karena penambahan ZPT BAP dapat merangsang perkecambahan biji anggrek
G. stapeliiflorum. ZPT BAP merupakan salah satu ZPT golongan sitokinin. Pemberian sitokinin pada
masa perkecambahan dapat menstimulasi pembelahan sel dan mendorong perkecambahan biji.
Berdasarkan penelitian Lestari et al. (2013) mengenai perkecambahan biji Dendrobium laxiflorum J.J
Smith secara in vitro dengan pemberian 1 mg/L BAP mampu mendukung perkecambahan biji
anggrek hingga membentuk protokorm.

Penambahan ZPT golongan sitokinin dapat merangsang perkecambahan biji dengan efek
antagonis pada pensinyalan Asam Absisat (ABA). ABA dapat menghambat perkecambahan,
sehingga pemberian sitokinin dapat mempercepat waktu perkecambahan biji. Hal ini didukung oleh
Guan et al. (2014) yang menyatakan bahwa peningkatan kadar sitokinin dapat menginduksi ekspresi
Arabidopsis response regulator (ARR) tipe-A (ARR4, ARR5, dan ARRG). Dalam benih yang akan
berkecambah, ARR berperan dalam menonaktifkan faktor penghambatan perkecambahan. Di
samping itu, sitokinin bekerja dengan meningkatkan transkripsi gibberellic acid-stimulated
Arabidopsis (GASAG) sehingga dapat menstimulasi perkecambahan (Wang et al., 2021).

Penambahan BAP sebagai ZPT eksogen diduga mampu mendorong perkecambahan dengan
mengatur permeabilitas sel pada biji anggrek. Proses perkecambahan salah satunya diatur oleh proses
imbisisi air yang masuk ke dalam biji. Pemberian ZPT eksogen mampu membantu penyerapan air
oleh biji sehingga biji mulai berkecambah. Hal ini sesuai dengan peryataan Ningrum et al. (2017)
bahwa pemberian hormon eksogen dapat menaikkan tekanan osmotik, meningkatkan sintesa protein
dan permeabilitas sel terhadap air, serta menurunkan tekanan dinding sel sehingga air dapat masuk
ke dalam sel dan sel mengalami pertumbuhan. Penambahan ZPT eksogen jenis sitokinin seperti BAP
dapat mendorong dimulainya proses perkecambahan biji anggrek G. stapeliiflorum secara in vitro.

Pada perkecambahan biji tahap 0 hingga tahap 4, Pengurangan hara makro menjadi % hara
makro dengan penambahan 1 ppm BAP memberikan pengaruh berbeda nyata dengan perlakuan lain.
Hal ini disebabkan oleh pengurangan konsentrasi hara makro menjadi ¥ hara makro yang ditambah
BAP mampu meningkatkan persentase biji yang berkecambah. Utami dan Hariyanto (2019)
menyatakan bahwa jenis dan kekuatan media berpengaruh signifikan terhadap tahap perkecambahan
biji dan pertumbuhan protokorm. Perkecambahan biji dan perkembangan protokorm sangat
dipengaruhi oleh media kultur yang berbeda di antara spesies yang berbeda. Anggrek dengan spesies
berbeda memiliki kebutuhan nutrisi dan kecocokan komposisi media berbeda. Penelitian Huh et al.
(2016) menemukan bahwa penggunaan media MS ¥4 hara makro dengan penambahan bahan organik
birch sap dan mapple sap berhasil meningkatkan persentase perkecambahan biji anggrek
Cypripedium macranthos.

Penggunaan media dengan konsentrasi % hara makro sudah memenuhi kebutuhan nutrisi pada
anggrek G. stapeliiflorum. Anggrek G. stapeliiflorum diketahui merupakan jenis anggrek yang hidup
secara epifit di alam. Huh et al. (2016) menyatakan perkecambahan biji anggrek epifit lebih mudah
dibandingkan biji anggrek terestrial. Hal ini terjadi karena biji anggrek terestrial memiliki beberapa
karakteristik fisiologis yang tidak menguntungkan yang mengakibatkan perkecambahan menjadi
lebih rumit. Biji anggrek terestrial yang sudah matang umumnya memiliki kulit biji yang kaku dan
keras dan memiliki hidrofobisitas yang kuat dibandingkan anggrek epifit. Sehingga perkecambahan
biji anggrek terestrial cenderung membutuhkan lebih banyak nutrisi untuk menembus membran testa
saat memulai perkecambahan. Pada tahap awal perkecambahan, pemberian takaran yang tepat sesuai
kondisi fisiologis biji harus diperhatikan. Sehingga penggunaan media MS dengan pengurangan hara
makro menjadi ¥ konsentrasi optimum merupakan konsentrasi yang tepat dan dapat diserap secara
maksimal untuk perkecambahan anggrek G. stapeliiflorum secara in vitro.

Pengurangan konsentrasi hara makro menjadi % hara makro mampu meningkatkan persentase
pembentukan protokorm anggrek G. stapeliiflorum secara in vitro. Media dengan pengurangan unsur
hara makro akan menstimulasi munculnya rekasi stabilitas dari protokorm untuk menghadapi
defesiensi hara makro. Pengurangan hara makro menjadi ¥ konsentrasi maksimum menyebabkan
defesiensi unsur hara N dan K terhadap pertumbuhan protokorm. Defesiensi unsur hara N dan K
diduga dapat menstimulasi sintesis hormon endogen yang mendukung pertumbuhan protokorm. Yuan
et al. (2019), menjelaskan bahwa kandungan hara makro dalam bentuk unsur Kalium (K*) dan
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Nitrogen (N2) berperan dalam berbagai pensinyalan dalam pertumbuhan tanaman. Unsur K*
terakumulasi pada media MS dalam bentuk senyawa potassium nitrate (KNOs3) dan potassium
dihydrogen phosphate (KH2PO4). Sedangkan unsur N terakumulasi dalam media MS dalam bentuk
senyawa ammonium nitrate (NHsNOz) dan potassium nitrate (KNOs).

Mekanisme molekular pada pembentukan protokorm menyebabkan ekspresi dari beberapa mi-
RNA dan gen yang dimediasi mi-RNA (Li et al., 2021).Transkripsi mi-RNA diketahui memiliki
regulasi dengan gen pengkode auksin (Auxin Respon Factors/ARF) yang dapat menghambat maupun
mengaktifkan ekspresi gen pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Melalui mekanisme ini
protokrom anggrek mampu menghadapi defesiensi hara makro dan mensintesis hormon endogen
yang berfungsi dalam pertumbuhan dan perkembangan protokorm anggrek G. stapeliiflorum.
Lisnandar et al. (2012) menyatakan bahwa penambahan hormon dari luar tidak diperlukan jika
tanaman telah memproduksi hormon endogen yang cukup untuk pertumbuhan karena pemberian
hormon yang melebihi kebutuhan tanaman diduga dapat menjadi penghambat bagi pertumbuhan
tanaman. Hal ini juga didukung pernyataan Ario dan Setiawan (2020), bahwa pengaruh zat pengatur
tumbuh eksogen pada media in vitro ditentukan oleh kandungan zat pengatur tumbuh endogen yang
sama atau berbeda (dalam jaringan tanaman).

Pengurangan hara makro dapat meningkatkan rata-rata persentase protokorm dengan SAM dan
RAM. Hal ini karena terbentuknya mekanisme pertahanan alami pada protokorm sehingga protokorm
tetap tumbuh meskipun dalam kondisi defesiensi hara makro. Kondisi defesiensi hara makro
diketahui dapat menginisiasi pembentukan struktur rambut akar pada tanaman (Nam et al., 2012).
Struktur rambut akar yang terbentuk pada perkecambahan biji anggrek tahap 4 dikenal sebagai
absorbing hair. Pembentukan absorbing hair merupakan salah satu bentuk mekanisme pertahanan
protokorm dalam kondisi defesiensi unsur hara makro. Absorbing hair berfungsi untuk meningkatkan
penyerapan nutrisi protokorm sehingga protokorm dapat bertahan dan tumbuh pada keadaan
defesiensi hara makro.

Pada pembentukan protokorm dengan SAM dan RAM, perlakuan dengan penambahan BAP
menunjukkan persentase terendah dibanding perlakuan lain. Hal ini menunjukkan BAP yang
diberikan pada media MS belum mampu membantu pembentukan protokorm dengan SAM dan RAM.
Pemberian BAP 1 ppm diduga belum memenuhi kebutuhan untuk pertumbuhan protokorm dengan
SAM dan RAM. Persentase biji tahap 0 hingga tahap 3 tertinggi pada perlakuan dengan penambahan
BAP. Hal ini menyebabkan kebutuhan sitokinin pada proses perkecambahan biji anggrek tahap 4 juga
semakin meningkat dan menyebabkan terjadinya persaingan penyerapan nutrisi antara biji anggrek
yang sudah berkecambah. Hal ini sesuai dengan pernyataan Pithaloka et al. (2015) yang menyatakan
bahwa kepadatan jumlah tanaman akan memengaruhi persaingan antar tanaman untuk mendapatkan
unsur hara.

SIMPULAN DAN SARAN

Penambahan BAP pada media MS memberikan pengaruh nyata dalam mempercepat waktu
munculnya protokorm. MS % hara makro merupakan media terbaik untuk memperoleh
perkembangan anggrek G. stapeliiflorum tahap 4 (protokorm dengan SAM dan RAM). Sebagai saran
dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui faktor yang mendukung multiplikasi anggrek
Grammatophyllum stapeliiflorum secara in vitro.
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