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[Calus formation and embryogenesis of petiole and leaf cultures of Caladium hybrid]
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ABSTRACT

Petiole and leaf cultures of Caladium hybrid were grown on MS medium+ Ippm 2,4-D and transplanted to MS medium + 1 ppm
NAA and then were grown on MS media with or without Kinetin and NAA. The greatest capacity of explants to produce callus was
from the base cut and the top cut of the petioles as well as from the main vein of the lesf. Compact calli were grew further into
adventive buds and plantlets. Through Scanning Electron Microscope, the development of adventive buds were observed grew from

the parenchymatous cells and the vascular bundles.

Kata kunci: Embriogenesis, kultur pelepah daun, kultur daun, Caladium hibrida.

PENDAHULUAN

Usaha untuk menginduksi plantlet dari bagian-
bagian tumbuhan berdasar konsep totipotency
seringkai sanget terbatas hasilnya. Kemampuan suatu
tumbuhan menghasilkan tunas adventif beragam antar
jenis, bahkan antar tumbuhan dari jenis yang sama
(Huges, 1981). Di ddam suatu tumbuhan, kemampuan
regenerasi dari jaringan yang berbeda tidak hanya
tergantung pada umur fisiologisnya, tetapi sampai ke
tingkat karakterisasi dan kualitas selnya. Jaringan
yang muda umumnya mempunyai kemampuan
berdiferensiasi |ebih baik. Sedangkan ukuran eksplan,
suhu, cahaya, waktu inokulasi (pada musim yang
berbeda), jenis medium atau zat pengatur
mempengaruhi pertumbuhan eksplan (Tisserat, 1985).
Hasil terbaik dicapai jikasel, jaringan atau organ yang
sesual dikulturkan pada medium dan lingkungan yang
sesuai.

Selain meristem pucuk, bagian tumbuhan
lainnya seperti tangkai daun muda atau daun muda
juga dipilih karena berbagai alasan. Kedua bagian
tumbuhan tersebut juga mempunyai potensi untuk
dikulturkan, terutama jika pemotongan pucuk
menyebabkan pertumbuhan tanaman selanjutnya
menjadi terhambat, seperti halnyatangkai daun muda
Eryngiumfoetidum yang merupakan sumber eksplan
potensial dalam perbanyakan (Mohamed-Y asseen,
2002).

Bahan-bahan seperti bahan organik atau zat
pengatur tumbuh (ZPT) yang ditambahkan ke medium
biasanya diperlukan untuk menginduksi tunas adventif
(Rerik et al., 1974). Penambahan ZPT yang dikena dapat
mengurangi dominansi pucuk dan polaritas kalus yaitu
2,3,5-triiodobenzoic acid (TIBA) padakultur Colocasia
esculenta var. antiquorum dapat mengurangi tunas
yang abnormal yang sebelumnya ditumbuhkan pada
medium Linsmaier-Skoog (LS) dengan penambahan
adenin-N-benzyl-9-tetrahydro-2H-pyran-2-yl atau
penambahan 6-dimethylaminopurinedan NAA (Nyman
et al., 1984). Pada kultur pelepah daun Colocasia
esculenta var. esculenta, kalus yang remah dan akar
berhasil ditumbuhkan dari pelepah daun yang masih
sangat muda pada medium MS dengan atau tanpa
penambahan NAA dan Kinetin (Irawati et al., 1983).
Pada perbanyakan Xanthosoma violaceum secara in-
vitro oleh Nguyen et al. (1987), terbukti bahwa peran
auksin dan sitokinin sangat besar.

Pemilihan bagian dari tumbuhan yang akan
dikulturkan juga penting. Pengamatan bagian dari
tumbuhan yang dapat menumbuhkan tunas adventif
sertazat pengatur tumbuh yang dapat menginduksinya
dilakukan dalam penelitianini. Caladiumhibridadipilih
sebagai bahan tanaman di samping berpotensi sebagai
tanaman hias juga dapat mewakili cara perbanyakan
vegetatif bagi hibrida terseleksi dari kelompok
tumbuhan ini.
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Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui bagian dari pelepah daun dan bagian dari
daun Caladium hibridayang mempunyai kemampuan
menumbuhkan plantlet serta mencari medium tumbuh
yang sesuai untuk perbanyakannya secara in-vitro.

B AHAN DAN C ARA KERJA

Bahan tanaman

Caladium hibrida dewasa {Caladium
'Elizabeth Lou' sdf) yang ditumbuhkan dari biji berasal
dari Hawaii. Pelepah mudadengan daun yang masih
menggulung (panjang + 3 cm dan garistengah pangkal
pelepah 'A cm) dipotong dari pucuk tanaman.
Sterilisasi bahan tanaman adalah dengan larutan H,O,
50% atau 100% selama 10-20 menit, kemudian dibilas
dengan air suling steril 3-4 kali. Eksplan pelepah
daun dipotong melintang + 3 mm (silinder) danjuga
dibelah duamembujur (/, silinder). Eksplan diletakkan
horizontal di atas permukaan medium. 'Eksplan daun
diletakkan mendatar (menghadap ke atas) pada
permukaan medium. Urutan irisan pelepah dari pangkal
ke arah pucuk dicatat untuk melihat bagian mana dari
pelepah daun yang mempunyai potensi sebagai
eksplan.

Media

Untuk inokulasi digunakan medium dasar
Murashige and Skoog (M S) (1962) yang mengandung
30 gram/liter sukrosadan 10 granvliter BactoAgar+ 1
ppm 2,4-D. Setelah 3 bulan kultur dipindahkan ke
medium yang sama. Kultur yang tumbuh dipindahkan
kemedium MS+1 ppm NAA sebanyak duakali. Untuk
meningkatkan pertumbuhan kultur sembilan macam
media (Tabel 1), dengan berbagai kadar NAA dan
Kinetin yaitu sebagai berikut:

Tabel 1.
NAA
Perlakuan 0pPm 03 pp 10 ppm
Oppm a b c
Kinetin 0,1 ppm d e T
10 ppm h h i

Catatan: Semua media diatur keasamannya (pH): 5,1
- 52 sesuai dengan Hartman (1974).
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Jumlah irisan eksplan pelepah daun maupun eksplan
helai daun pada sembilan media pindahan tidak sama
karena ukuran awal bahan tanamannya (pelepah
dengan daun muda yang masih menggulung) tidak
sama.

Lingkungan tumbuh

Kultur diinkubasikan di ruang kultur pada
suhu 24° + 4°C, dibawah lampu dengan intensitas £
1200 Lux ("Life Line" Sylvana) selama 12 jam/hari.
Pertumbuhan eksplan membentuk kalus dan tunas
adventif diamati dengan mempergunakan Scanning
Electron Microscope (SEM)

HASIL

Eksplan pelepah daun membesar setelah
beberapa minggu. Beberapa eksplan mengeluarkan
senyawa fenol sehingga harus dipindahkan ke medium
yang segar agar dapat tumbuh lebih lanjut. Eksplan
tidak menunjukkan perbedaan regenerasi pada
sembilan macam media yang dicoba, artinya kalus
remah dan kalus embrionik yang kemudian tumbuh
menjadi plantlet dijumpai pada semua media jika
eksplan berasal dari pangkal atau pucuk pelepah daun.
Sedangkan eksplan yang berasal dari bagian tengah
pelepah daun tidak menumbuhkan kalus embrionik,
jika menumbuhkan kalus juga sangat terbatas
jumlahnya (sedikit).

Eksplan daun tumbuh melebar setelah
diinokulasikan ke atas medium Murashige and Skoog
(MS) yang mengandung 30 gram/liter sukrosadan 10
gram/liter Bacto Agar + 1 ppm 2,4-D. Warnanya
memucat dan lembar daun tampak menjadi Iebih tipis.
Potongan daun ini menunjukkan pertumbuhan pada
urat daunnya, terutamapadaurat daun utama. Seperti
halnya pada kultur pelepah daun, pertumbuhan kultur
daun juga tidak menunjukkan pertumbuhan yang
berbeda pada sembilan jenis media yang dicoba,
artinya pada semua media hanya eksplan yang
mempunyai urat daun utama yang dapat
menumbuhkan plantlet.

Eksplan pelepah daun tumbuh lambat setelah
membesar demikian pulaeksplan daun setel ah melebar.
Setelah berumur satu bulan, kalus dan tunas adventif
dijumpai pada sembilan macam mediayang dicoba.



Pada pengamatan dengan Scanning Electron
Microscope tampak bahwa kultur pelepah daun dapat
menghasilkan kalus, baik pada irisan melintang
maupun irisan membujurnya. Pangka pelepah daun
dan pucuk pelepah daun (pangka daun) mempunyai
kemampuan menghasilkan kalus yang lebih besar
dibandingkan dengan bagian tengah dari pelepah
daun. Kemampuan menghasilkan kalus ini menurun
dari pangkal pelepah daun ke bagian tengah dan
meningkat kembali kearah pucuk pelepah daun.

Kalus yang remah tumbuh di semua permukaan
irisan eksplan pelepah daun. Sebanyak 10% dari
eksplan menumbuhkan kalus yang kompak membulat
(Foto 1) dan kemudian tumbuh menjadi tunas adventif
(Foto 2). Kalus yang kompak membulat ini selalu
tumbuh pada permukaan irisan, tidak pada permukaan
pelepah yang utuh. Tunas adventif tampak tumbuh
dari sal-sel parenchyma dari jaringan pembuluh yang
menjadi meristimatik sifatnya.

Pertumbuhan tunas adventif ini pada awalnya
tidak dipengaruhi oleh geotropisme atau fototropisme
(tidak beraturan arahnya), tetapi setelah daun pertama
tumbuh sfat pertumbuhan yang norma mulai tampak
dan selanjutnya plantlet tumbuh dengan cepat.

Hanya 10% kultur daun yang dapat tumbuh.
Kultur lembar daun yang terbaik dijumpai pada kultur
daun bagian pucuk dengan urat daun utamanya. Kultur
ini menumbuhkan kumpulan kalus yang kompak dan
membulat pada pangkal irisannya dan menumbuhkan
tunas (Foto 3) sertaakar (Foto 4).

PEMBAHASAN

Tumbuhnyakalus yang kompak dan membulat
di antarakalus yang remah atau pada permukaan irisan
adalah kunci awal dari tunas adventif yang selanjutnya
tumbuh menjadi plantlet. Tipe kalus yang potensial
ini hanya tumbuh dari bagian kultur yang terluka
karena irisan. Hal yang sama dijumpai pada kultur
daun Anthurium andraeanum yang ditumbuhkan
pada medium Vi MS dengan penambahan 1,11 /XM
Benzyl Adenine, 1,14 fxM |AA dan 0,46 /i M Kinetin,
yang tidak menumbuhkan kalus yang remah (Martin
et al., 2003). Berbeda dengan kultur daun kacang
tanah yang dilakukan oleh Venkatachalam et al. (1999),
penambahan auksin dan sitokinin sangat jelas
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pengaruhnya terhadap pertumbuhan embrio somatik.
Pada kultur Caladium hibridaini pengaruh auksin dan
sitokinin yang dicoba baik pada saat inisiasi maupun
pertumbuhan kultur selanjutnya tidak menunjukkan
perbedaan.

Asal eksplan pelepah daun (di bagian pangkal,
tengah atau pucuk) juga memegang peranan penting
untuk dapat menumbuhkan tipe kalus yang dapat
tumbuh menjadi tunas adventif. Makin dekat jaraknya
dengan pangkal pelepah daun atau makin dekat dengan
ujung pelepah daun makin tinggi kemampuannya
membentuk tunas adventif, artinyabagian tengah dari
pelepah daun potensinya terendah. Sel-sel
parenchymadari jaringanpembul uhpangkal danpucuk
pelepah daun Caladium hibrida ini mirip dengan
felogen tangkai daun Lunaria annua (Magendans,
1988), sel-sel parenchymanya menjadi meristimatik
ketika terjadi pelukaan/diiris.

Kemampuan beregenerasi dari berbagai
kel ompok tumbuhan dan bagian-bagian dari tumbuhan
jelas dibuktikan padajenis-jenis Liliaceae, Iridaceae
dan Amaryllidaceae (Hussey, 1975). PadaLiliaceae,.
eksplan yang berasal dari umbi lapis, daun, tangkai
bunga maupun bakal buah dapat menumbuhkan
plantlet, akan tetapi pada Iridaceae dan
Amaryllidaceae eksplan yang berasal dari umbi lapis
dan tangkai bunga sgja yang dapat menumbuhkan
plantlet.

Sedangkan pada kultur tangkai daun dan
lembar daun Pelargonium x hortorum, morfogenesis
tampak di seluruh permukaan potongan tangkai daun
(pada Caladium disebut sebagai pelepah daun) tetapi
pada kultur daun menunjukkan kemiripan yaitu
pertumbuhan tunas adventif hanya pada potongan
urat daunnya (Agarwal dan Ranu, 2000).

Polaritas dalam tumbuhan dan pada potongan
jaringan tumbuhan (eksplan) seringkali tidak sama.
Organogenesis jelas dipengaruhi oleh polaritas.
Orientasi eksplan pada mediumnya mempengaruhi
aliran bahan-bahan di dalamnyatermasuk zat pengatur
tumbuhnya. Efek polaritas ini dijumpai pada kultur
tangkai bunga Gladiolus, Asparagus dan Amarylis
hibrida dan potongan batang Rhododendron.
Pembentukan tunas terbanyak dijumpai jika eksplan
diletakkan terbalik padamediumnya. Efek polaritasini
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tampak pada organogenesis pada Liliaceae (Hughes,
1981).

Pada Caladium hibrida yang dicoba, efek
polaritas ini tidak tampak karena semua eksplan dicoba
diletakkan pada posis yang sama pada medianya, akan
tetapi asd (sumber) eksplan memegang peranan yang
lebih penting yang menentukan keberhasilannya
membentuk plantlet. Terbukti bahwa pada pelepah
Caladium hibrida yang masih muda ini, kemampuan
bagian pangkal, tengah dan pucuk jelas berbeda.
Demikian juga pada helai daun, hanya daun yang
mengandung urat daun utama merupakan sumber
eksplan yang potensial.

Konsentrasi auksin dalam tumbuhan terdapat
pada bagian yang sangat muda dan dialirkan ke bagian
tumbuhan yang lebih tua dan ke akar. Karena
penyebaran auksin di dalam tumbuhan tidak sama,
maka kemampuan bagian tumbuhan yang berbedajuga
tidak sama. Pucuk daun, terutama aksisnya (urat daun
utama) adalah bagian yang mempunyai konsentrasi
auksin lebih tinggi dibandingkan dengan bagian
lainnya. Kemungkinan lain adalah dua sistim pola
meristem yang tidak saling berhubungan. Yang
perte.ma adalah pola pangkal-pucuk (apical-basal
pattern) yang tidak tergantung dari penyebaran
auksin. Yang kedua diatur oleh auksin endogen yang
menentukan bagian-bagian dari tumbuhan yang dapat
menumbuhkan organ (Reinhardt et ai, 2000).

Fotol. Pangka pelepah daundengan kalus remah
dan kompak membulat.
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Foto 2. Tunas tumbuh dari pangkal pelepah daun.

Foto 3. Tunas tumbuh pada potongan kultur daun.

Foto 4. Plantlet tumbuh dari urat pucuk daun.



Di sini terbukti bahwa ZPT yang ditambahkan
ke media yang dicoba belum dapat mempengaruhi
organogenesis dari kultur Caladium hibrida yang
dicoba

KESEMPULAN DAN SARAN

Meskipun hanya 10% dari kultur yang dapat
menghasilkan plantlet, akan tetapi cara perbanyakan
dari pelepah dan lembar daun Caladium hibrida ini
membuka peluang untuk perbanyakan tanaman hias
sejenisnya tanpa merusak batang utamanya.
Perbanyakan secara in-vitro ini berpotensi untuk
memperbanyak talas-talasan (Araceae) seperti
dikemukakan oleh Hyndman et al. (1999). Dari hasil
ini dapat disarankan penelitian lebih lanjut pada
kelompok tumbuhan ini dengan metoda statistik agar
dapat diketahui cara perbanyakannya yang paling
menguntungkan.
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