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	[bookmark: _GoBack]Dendrobium mussauense has attractive flowers and potential as a parent of a hybrid orchid. The color of this species is cream with violaceous purple venations on the labellum. D. mussauense is an orchid species listed as vulnerable in IUCN. This species is not located in protected areas nor known to be conserved ex-situ. Clonal propagation is an important biotechnological tool for the conservation of orchids. Thin cell layer (TCL) is a micropropagation method using thin-sized explants that facilitate the diffusion of nutrients to tissues. This study examined induction shoot through two explant cutting techniques, namely TCL and non-TCL explant, at various concentrations of BAP. The non-TCL explant was more effective than the TCL explant in inducing the shoot of D. mussauense. The half-strength Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 0.9 mg.L-1 BAP was a suitable concentration to induce the shoot of D. mussauense through non-TCL explant. The average shoot length was 1,8 cm, and the average number of shoots was 5/explant.
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PENDAHULUAN
Dendrobium mussauense merupakan anggrek epifit yang memiliki bunga berwarna cream dengan venasi keunguan pada labellum (Puccio, 2022). Anggrek ini termasuk ke dalam section spatulata atau section cerotobium. Section spatulata memiliki bunga yang bervariasi, indah, dan tahan lama sehingga lebih menarik dibandingkan section lainnya. Hal tersebut mengakibatkan section spatulata memiliki nilai jual yang tinggi (Yam dan Lee 2013). Section spatulata memiliki bunga dengan tipe Antelope yang terdiri dari sepal dan petal yang  cenderung melintir (Hidayati et al., 2016). Dalam IUCN anggrek D. mussauense termasuk kedalam kategori vulnerable dan masih belum diketahui adanya upaya konservasi terhadap spesies tersebut (IUCN, 2022). Salah satu upaya konservasi yang dapat dilakukan adalah mikropropagasi secara in vitro. 
Thin cell layer (TCL) merupakan metode perbanyakan menggunakan eksplan yang berukuran tipis (Yulianti et al., 2017). Perbanyakan melalui teknik TCL lebih  efektif karena eksplan yang berukuran tipis sehingga difusi nutrisi ke dalam jaringan eksplan lebih mudah (Agisimanto, 2015). Cetin et al., (2021) menyebutkan bahwa penggunaan teknik TCL lebih prospektif untuk perbanyakan klon. Meskipun demikian mikropropagasi tanaman menggunakan teknik TCL juga memiliki kelemahan seperti terjadinya browning yang mengakibatkan eksplan mengalami kematian. Penelitian yang dilakukan oleh Wattanapan et al. (2018) menunjukkan bahwa eksplan mengalami browning setelah 3 minggu kultur. Browning terjadi karena adanya senyawa fenolik yang dihasilkan selama pemotongan eksplan (Kaewubon et al., 2015).
Keberhasilan mikropropagasi anggrek melalui teknik TCL dipengaruhi oleh zat pengatur tumbuh (ZPT). ZPT berupa sitokinin menginduksi perkembangan eksplan membentuk kalus embrionik maupun embrio zigotik (Partibhan et al., 2018). Pemberian benzil amino purin (BAP) pada kosentrasi 2 μM efektif dalam menginisiasi protocorm like bodies (PLB) dan perkembangannya membentuk tunas pada anggrek Brasilidium forbesii (Gomes et al., 2015). Penambahan 0,5 mg.L-1 BAP menginduksi pembentukan embrio somatik Dendrobium aqueum yang berwarna hijau dengan frekuensi yang lebih tinggi dibandingkan konsentrasi lainnya. Pada penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian sitokinin dalam konsentrasi rendah lebih baik dibandingkan dengan pemberian pada konsentrasi tinggi (Partibhan et al., 2018). 

METODE PENELITIAN
Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari sampai bulan Maret 2023 di Laboratorium Riset Fisiologi Tumbuhan, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Andalas, Padang dan Laboratorium Robiquetia Garden and Lab, Padang.
Metode Penelitian 
Sumber eksplan pada penelitian ini adalah nodus dari  planlet anggrek D. mussauense yang diperoleh dari Laboratorium Robiquetia Garden and Lab. Penelitian ini dilakukan dengan metode eksperimental menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial yang terdiri dari 2 faktor. Faktor pertama adalah teknik pengambilan eksplan yang terdiri dari teknik TCL dengan ketebalan eksplan 1 mm dan teknik non TCL dengan ketebalan 1 cm. Faktor kedua adalah konsentrasi BAP yang terdiri dari  0;0,1;0,5;0,9;1,3 mg.L-1
Prosedur Penelitian
Sterilisasi peralatan kultur
Seluruh perlatan yang digunakan disterilisasi menggunakan oven dan autoklaf pada suhu 121oC selama 20 menit. Peralatan tanam disterilisasi kembali di Laminar Air Flow Cabinet (LAFC) dengan penyinaran lampu UV selama 2 jam sebelum digunakan.
Pembuatan Media
Media yang digunakan pada penelitian ini adalah Murashige dan Skoog (MS) yang ditambah dengan 1g/L pepton untuk setiap perlakuan. 1 liter media MS dibuat dengan menambahkan gula sebanyak 30 g dan agar sebanyak 7 g. Media kultur disterilisasi menggunakan autovlave selama 20 menit pada tekanan 0,165 Mpa dengan suhu 121ºC. 
Penanaman Eksplan
Planlet anggrek D. musssauense yang berumur dua tahun kultur digunakan sebagai sumber eksplan. Bagian planlet yang dijadikan sebagian eksplan adalah nodus. Eksplan TCL dipotong secara transversal dengan ketebalan 1 mm sementara eksplan non TCL dipotong secara transversal dengan ketebalan 1 cm. 
Parameter Penelitian dan Analisis Data
Parameter yang diamati pada penelitian ini adalah persentase eksplan hidup, persentase eksplan browning, persentase eksplan membentuk tunas, Jumlah tunas/eksplan, dan Panjang tunas. Analisis data persentase eksplan hidup, persentase browning, jumlah tunas dan panjang tunas disajikan dalam bentuk tabel dan gambar. Data hasil penelitian ini dianalisis secara deskriptif. 

HASIL DAN PEMBAHASAN
Persentase hidup dan persentase browning anggrek Dendrobium mussauense	
Eksplan memiliki persentase hidup yang tinggi pada saat 4 minggu kultur. Pada saat 8 minggu kultur, persentase hidup eksplan mengalami penurunan karena browing (Tabel 1). Pelukaan mengakibatkan terjadinya stres sehingga eksplan menghasilkan senyawa fenolik sebagai bentuk pertahanan. Senyawa fenolik akan mengalami oksidasi oleh enzim polifenol oksidase (PPO) membentuk kuinon (Singh, 2018). Kuinon yang berikatan dengan protein sel mengakibatkan terjadinya gangguan metabolisme sel sehingga eksplan mengalami kematian (Zhao et al., 2021). Pada penelitian ini persentase hidup eksplan tidak dipengaruhi oleh penambahan BAP, melainkan oleh browning. Persentase hidup tertinggi setelah 8 minggu kultur terdapat pada eksplan non TCL tanpa penambahan BAP, diikuti penambahan 0,9 mg. L-1 dan 1,3 mg.L-1   BAP (Tabel 1). Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan kontrol mengandung nutrisi yang cukup untuk pertumbuhan eksplan. Penambahan BAP memberikan pengaruh yang sama dengan perlakuan kontrol terhadap pertumbuhan Dendrobium sp. Hal ini dikarenakan eksplan mengandung hormon endogen yang cukup untuk pertumbuhannya (Sakina et al., 2019).	
Persentase hidup eksplan merupakan kemampuan eksplan untuk bertahan hidup Persentase hidup dipengaruhi oleh kemampuan eksplan dalam menyerap nutrisi dan hormon pada media tanam, serta kontaminasi yang mengakibatkan kematian eksplan (Rineksane dan Sukarjan, 2015).  Selain itu browning juga mempengaruhi persentase hidup eksplan. Hal tersebut disebabkan karena senyawa fenol dapat menghambat penyerapan unsur hara sehingga mengakibatkan eksplan mengalami kematian (Marlin et al., 2012). Eksplan memiliki respon yang berbeda disebabkan karena perbedaan kandungan hormon endogen  meskipun dengan penambahan hormon sitokinin dan auksin dalam konsentrasi yang sama (Harahap et al., 2023). 
Pada penelitian ini sebagian besar eksplan TCL maupun non TCL mengalami browning. Browning ditandai dengan perubahan warna eksplan menjadi kecoklatan (Handayani et al., 2022). Perubahan warna disebabkan karena terjadinya kerusakan klorofil dan karotenoid (Laukkanen et al., 2002). Kandungan  klorofil mempengaruhi laju fotosisntesis (Noli et al., 2021). Eksplan yang digunakan pada penelitian ini adalah nodus, Bhattacharyya et al. (2014) menyebutkan bahwa kandungan fenolik pada batang anggrek D. nobile lebih tinggi pada batang dibandingkan daun. Penelitian yang dilakukan oleh Wattanapan et al. (2018) juga menunjukkan sebagian besar eksplan TCL mengalami browning setelah 3 minggu kultur.
Pemotongan eksplan mengakibatkan terjadinya pelepasan senyawa fenol sebagai bentuk upaya pertahanan. Akumulasi senyawa beracun dapat membunuh sel dan jaringan tanaman (Amente dan Chimdessa, 2021). Browning dimediasi oleh sekelompok enzim seperti peroksidase, polifenol oksidase dan L-fenilalanin amonialisase (Li et al., 2015). Substrat dari enzim tersebut adalah senyawa fenolik yang terdapat pada vakuola.  Ketika adanya pelukaan jaringan, enzim tersebut akan bereaksi dengan substrat yang mengakibatkan oksidasi senyawa fenolik (Holderbaum et al., 2010). 


Tabel 1. 	Persentase hidup eksplan setelah 4 dan 8 minggu kultur dan persentase browning anggrek Dendrobium mussauense setelah 8 minggu kultur
	Perlakuan  (mg.L-1)
	Persentase hidup eksplan (%)
	Persentase  browning (%)

	
	4 MSK
	8 MSK
	

	TCL, 0 BAP
	100
	0
	100

	TCL, 0,1 BAP
	100
	0
	100

	TCL, 0,5 BAP
	100
	0
	100

	TCL, 0,9 BAP
	100
	0
	100

	TCL, 1,3 BAP
	100
	0
	100

	Non TCL, 0 BAP
	100
	66,67
	33,33

	Non TCL, 0,1 BAP
	100
	0
	100

	Non TCL, 0,5 BAP
	100
	0
	100

	Non TCL, 0,9 BAP
	100
	33,33
	66,67

	Non TCL, 1,3 BAP
	100
	33,33
	66,67


Keterangan: MSK (minggu setelah kultur)


Pertumbuhan tunas anggrek Dendrobium mussauense	
Eksplan TCL dan non TCL pada saat 4 minggu kultur mampu menginduksi pembentukan mata tunas. Setelah 8 minggu sebagian besar eksplan mengalami browning. Eksplan non TCL membentuk tunas dengan persentase yang lebih tinggi dibandingkan dengan eksplan TCL. Hal ini disebabkan karena semua eksplan TCL mengalami browning. Persentase pembentukan tunas tertinggi terdapat pada perlakuan kontrol sementara penambahan BAP pada konsentrasi 0,9 mg.L-1 dapat meningkatkan meningkatkan jumlah dan panjang tunas (Tabel 2).
BAP merupakan hormon sitokinin yang dapat menginduksi pembentukan tunas (Akbar et al., 2017). Penelitian yang dilakukan oleh Rineksane et al. (2018) menyebutkan bahwa pemberian 0,5 dan 1 mg.L-1  BAP menghasilkan tunas anggrek Grammatophyllum speciosum yang lebih banyak dibandingkan perlakuan lainnya. Pemberian 1,3 mg.L-1 BAP menghasilkan jumlah tunas yang lebih sedikit dibandingkan 0,9 mg.L-1  BAP. Sakina et al. (2019) menyebutkan bahwa rendahnya jumlah tunas anggrek Dendrobium diduga disebabkan karena ketidakseimbangan hormon endogen dan hormon eksogen. Penambahan hormon eksogen dalam jumlah yang tidak tepat dapat menghambat pertumbuhan tanaman (Kartiman et al., 2018).
Hormon merupakan stimulator yang dapat mempercepat pengangkutan protein ke nukleus. Dengan demikian dapat mempersingkat waktu yang dibutuhkan oleh sel untuk menyelesaikan siklusnya. Penambahan hormon meningkatkan laju pembelahan sel, sehingga inisiasi siklus pembelahan sel terjadi lebih awal dibandingkan perlakuan kontrol. Hormon merangsang aktivitas DNA polimerase yang berperan dalam replikasi DNA selama siklus sel. Meningkatnya laju pembelahan sel menunjukkan penambahan hormon dapat meningkatkan aktivitas mitosis dibandingkan kontrol (Kamal et al., 2021). Sitokinin berperan dalam pembelahan sel dan regenerasi kalus (Jameson dan Song, 2016). Sitokinin mengaktifkan enzim fosfatase yang menyebabkan pelepasan fosfat dari protein CDK (cyclin dependent kinase). Protein CDK yang hanya terdiri dari satu fosfat akan aktif dan menginduksi sel untuk memasuki fase mitosis (Schaller et al., 2014).


Tabel 2.	Pengaruh beberapa konsentrasi BAP terhadap pertumbuhan tunas anggrek Dendrobium mussauense setelah 4 dan 8 minggu kultur 
	Perlakuan (mg.L-1)
	Persentase terbentuk bakal tunas (%) (4 MSK)
	8 MSK

	
	
	Persentase terbentuk bakal tunas (%)
	Jumlah tunas
	Panjang tunas
(cm)

	TCL, 0 BAP
	0
	0
	0
	0

	TCL, 0,1 BAP
	33,33
	0
	0
	0

	TCL, 0,5 BAP
	33,33
	0
	0
	0

	TCL, 0,9 BAP
	33,33
	0
	0
	0

	TCL, 1,3 BAP
	33,33
	0
	0
	0

	Non TCL, 0 BAP 
	100
	66,67
	3,5
	1,6

	Non TCL 0,1 BAP
	100
	0
	0
	0

	Non TCL, 0,5 BAP
	100
	0
	0
	0

	Non TCL, 0,9 BAP
	100
	33,33
	5
	1,8

	Non TCL, 1,3 BAP
	100
	3333
	3
	1,8


Keterangan: MSK (minggu setelah kultur)

Gambar 1. merupakan respon anggrek D. mussauense yang diperbanyak melalui teknik TCL dan non TCL dengan penambahan beberapa konsentrasi BAP. Eksplan non TCL pada perlakuan kontrol dan penambahan BAP mampu menginduksi bakal tunas pada saat 4 minggu kultur. Setelah 4 minggu kultur sebagian besar eksplan mengalami browning. Browning mengakibatkan terjadinya penurunan persentase terbentuknya tunas.  Perkembangan tunas membentuk plantlet hanya terjadi pada eksplan yang tidak mengalami browning yaitu pada perlakuan kontrol, 0,9 mg.L-1 BAP  dan 1,3 mg.L-1 BAP. Jumlah tunas terbanyak dan tertinggi terdapat pada perlakuan 0,9 mg.L-1 BAP. Eksplan TCL dalam 4 minggu penanaman mampu menginduksi bakal tunas.  Setelah 4 minggu eksplan  mengalami browning yang mengakibatkan kematian eksplan
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Gambar 1.	Respon anggrek Dendrobium mussauense. a. Membentuk planlet (a1:  non TCL 0 mg.L-1 BAP), (a2: non TCL, 0,9 mg.L-1 BAP), (a3: non TCL, 1,3 mg.L-1 BAP), b. browning (non TCL,  0,1 mg.L-1), c. Terbentuknya bakal tunas (non TCL, 1,3 mg.L-1 BAP pada saat 1 bulan kultur), d. Terbentuknya bakal tunas (TCL, 1,3 mg.L-1  BAP saat 1 bulan kultur, e. browning (TCL, 1,3 mg.L-1  BAP pada saat 2 bulan kultur). (c,d,e perbesaran 0,67).


SIMPULAN
Penggunaan teknik non TCL dalam pemotongan eksplan lebih efisien untuk menginduksi tunas anggrek D. mussauense dibandingkan dengan teknik TCL. Pemberian 0,9 mg.L-1 BAP dapat meningkatkan jumlah dan panjang tunas anggrek D. mussauense
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