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Abstract: Thin Cell Layer (TCL) is a plant propagation technique using thin 

explants (1-2 mm) through tissue culture. Callus induction is a crucial step 

in establishing plant regeneration. The type and concentration of growth 

regulators influence callus formation. 2.4 D is a growth regulator that is 

commonly used for callus induction in various plants. The research aims to 

determine the effectiveness of thin explants and 2,4-D in 

inducing Dendrobium discolor callus. The method used a Completely 

Randomized Design (CRD) with four treatments (1, 2, 3, and 4 mg/L). 

Adding 1, 2, and 3 mg/L 2,4-D can induce 100% calluses through the TCL 

explant. The callus has a friable to compact texture. The result showed that 2 

mg/L 2,4-D was the best concentration for callus induction of D. 

discolor through TCL technique, indicating the greenish color, friable 

texture, and meristematic tissue. 
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Pendahuluan 

 

Dendrobium salah satu genus anggrek 

yang memiliki nilai estetika dan nilai 

komersial yang tinggi. Salah satunya adalah 

anggrek Dendrobium discolor yang memiliki 

bentuk bunga yang khas. Bunga anggrek ini 

berbentuk melintir ke arah dalam yang terdiri 

dari empat kelopak dalam satu tangkai bunga. 

Selain itu, angrek ini memiliki warna bunga 

kuning kecoklatan/keemasan dengan jumlah 

tangkai yang banyak selama satu kali periode 

pembungaan. Anggrek ini juga dijadikan 

sebagai salah satu indukan hibridisasi dan 

juga dijadikan sebagai bunga potong (Fandani 

et al., 2018). Hal ini membuat kebutuhan akan 

jenis anggrek D. discolor sangat tinggi dan 

membutuhkan usaha perbanyakan yang efektif 

untuk memenuhi kebutuhan tersebut. Salah 

satu usaha perbanyakan anggrek yang paling 

sering dilakukan adalah kultur jaringan (Ma et 

al., 2020).  

Kultur jaringan adalah usaha 

perbanyakan tanaman dengan memanfaatkan 

sifat totipotensi sel pada tanaman sehingga 

dapat menghasilkan individu baru yang 

seragam dengan innduknya dan dapat 

meghasilkan lebih banyak individu baru 

dalam waktu yang lebih singkat dibandingkan 

metoda perbanyakan lainnya (Apriliyani & 

Wahidah, 2021). Kultur jaringan dengan 

memanfaatkan eksplan berukuran tipis dari 

beberapa bagian tanaman sudah sering 

dilakukan untuk perbanyakan tanaman. 

Teknik ini disebut juga sebagai teknik Thin 

Cell Layer (TCL) (Teixeira Da Silva & 

Dobránszki, 2019).  

Thin Cell Layer merupakan teknik 

perbanyakan tanaman yang menggunakan 

eksplan tipis berukuran 1-2 mm. Seluruh 

bagian tanaman yang bersifat meristematik 

dapat diperbanyak menggunakan teknik ini. 

Eksplan TCL lebih baik dalam menerima 

ransangan dari media in vitro dikarenakan 

permukaan eksplan yang bersentuhan 

seluruhnya dengan media. Hal ini membuat 

teknik TCL lebih responsif dalam regenerasi 

jaringan tanaman baru. Teknik TCL telah 
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berhasil menginduksi kalus pada beberapa 

jenis tanaman (Sharma et al., 2023). TCL 

telah berhasil pada perbanyakan anggrek 

Paphiopedilum callosum (Wattanapan et al., 

2018), Dendrobium aqueum (Parthibhan et 

al., 2018), Hadrolaelia grandis (Vudala et al., 

2019), dan Dendrobium ‘Balithi CF22-

58’(Rachmawati et al., 2020). 

Keberhasilan perbanyakan dengan 

teknik TCL dipengaruhi oleh banyak faktor 

salah satunya penambahan Zat Pengatur 

Tumbuh (ZPT) pada media kultur. ZPT 

merupakan senyawa sintetik maupun alami 

yang berperan dalam mempercepat 

pertumbuhan tanaman. Penambahan ZPT 

sering dilakukan pada perbanyakan in vitro 

salah satunya bertujuan untuk menginduksi 

pembentukan kalus pada eksplan. ZPT jenis 

auksin dapat digunakan untuk menginduksi 

kalus pada anggrek. Auksin yang sering 

digunakan adalah jenis auksin sintetik paling 

kuat yaitu 2,4-Dichlorophenoxyaceticacid 

(2,4-D).  

Penambahan 2,4-D dapat meningkatkan 

tingkat regenerasi pada tanaman tebu  (Iqbal 

et al., 2022). Penelitian lain juga menyatakan 

bahwa pemberian 2,4-D pada konsntrasi 

tertentu dapat meningkatkan pembentukan 

kalus pada beberapa jenis tanaman. Pemberian 

1-2 mg/L 2,4-D dapat meningkatkan 

regenerasi kalus pada tanaman kopi (Ibrahim 

et al., 2013). Penelitian ini bertujuan untuk 

melihat efektifitas penggunaan eksplan tipis 

dari teknik TCL dan penambahan 2,4-D 

terhadap induksi kalus anggrek D. discolor. 

 

Bahan dan Metode 

 

Waktu dan tempat penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan 

April sampai bulan Mei 2023 di Laboratorium 

Fisiologi Tumbuhan, Jurusan Biologi, Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 

Universitas Andalas, Padang, Sumatera Barat, 

Indonesia. 

 

Metode penelitian 

Penelitian ini dilakukan dengan metode 

eksperimen yang disusun dalam Rancangan 

Acak Lengkap (RAL) yang terdiri atas 4 

perlakuan. Sebagai perlakuan adalah konsentrasi 

2,4-D yang digunakan dalam induksi kalus 

yaitu:  

A. 1 mg/L  

B. 2 mg/L 

C. 3 mg/L 

D. 4 mg/L 

 

Prosedur penelitian 

Sterilisasi peralatan kultur 

Seluruh perlatan yang digunakan 

disterilisasi terlebih dahulu dengan dicuci pada 

air mengalir menggunakan sabun anti bakteri. 

Setelah dicuci, alat-alat dikeringkan 

menggunakan oven dan disterilisasi di dalam 

autoklaf pada suhu 121oC selama 15 menit. 

Setelah dikeluarkan dari autoklaf, peralatan 

disimpan pada lemari alat sebelum digunakan. 

Peralatan tanam disterilisasi kembali di dalam 

Laminar Air Flow Cabinet (LAFC) di bawah 

penyinaran lampu UV selama 2 jam sebelum 

digunakan.   

 

Persiapan media tanam 

Media yang digunakan pada penelitian ini 

adalah media Murashige and Skoog (MS) 

dengan komposisi sesuai dengan Murashige & 

Skoog (1962). Media ditambahkan dengan ZPT 

2,4-D sesuai dengan konsentrasi perlakuan yang 

digunakan. Media MS disterilisasi 

menggunakan autoklaf dan diinkubasi pada rak 

media selama 3 hari sebelum digunakan. 

 

Penanaman eksplan 

Planlet Dendrobium discolor diperoleh 

dari Laboratorium Robiquetia Garden Lab, 

Kota Padang. Planlet dibersihkan dari 

percabangan daun dan akar yang menempel 

pada batang utama. Batang D. discolor diiris 

tipis dengan ukuran 1 mm secara melintang dan 

diletakkan pada permukaan media. Setiap botol 

percobaan terdiri dari satu eksplan TCL. 

Pengamatan dilakukan terhadap parameter 

persentase terbentuknya kalus, warna kalus, dan 

tekstur kalus. Seluruh parameter diamati setiap 

hari hingga terbentuk kalus pada eksplan. 

Analisis data dilakukan secara deskriptif untuk 

semua parameter yang diamati. 

 

Hasil dan Pembahasan 

 

Persentase terbentuknya kalus 

Persentase terbentuknya kalus D. discolor 

pada penambahan beberapa konsentrasi 2,4-D 
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melalui teknik TCL disajikan pada Gambar 1. 

Kalus adalah kumpulan massa sel yang belum 

terorganisir dan terbentuk di sekitar jaringan 

luka. Kalus dapat terbentuk dari jaringan 

meristem maupun jaringan lain yang telah 

mengalami diferensiasi. Kalus berhasil 

terbentuk pada eksplan D. discolor pada seluruh 

konsentrasi 2,4-D yang diberikan. Namun 

konsentrasi yang lebih tinggi menyebabkan 

terjadinya penurunan persentase pembentukan 

kalus. 

 

 
Gambar 1. Persentase terbentuknya kalus D.discolor 

dengan penambahan beberapa konsentrasi 2,4-D 

melalui teknik TCL setelah 2 minggu kultur. 

 

Penambahan 1, 2, dan 3 mg/L 2,4-D 

memberikan pengaruh yang baik terhadap 

persentase pembentukan kalus dibandingkan 

pemberian 4 mg/L 2,4-D. Respon setiap 

tanaman berbeda-beda terhadap konsentrasi 2,4-

D yang diberikan. Hal ini sesuai dengan 

penelitian Dalila et al., (2013) pemberian 1 

mg/L 2,4-D dapat menyebabkan pertumbuhan 

kalus yang lebih intensif pada eksplan 

Barringtonia racemosa. Pemberian 2,4-D juga 

memberikan persentase pembentukan kalus 

terbaik hingga 100% pada Syizigium 

aromaticum L. (Rasud & Bustaman, 2020). 

Penambahan 2,4-D ke dalam media akan 

mempengaruhi pembelahan dan pembesaran sel 

pada eksplan, kemudian akan memacu 

pembentukan dan pertumbuhan kalus. 2,4-D 

dapat memacu pembelahan dan perbanyakan sel 

akibat penyerapan air, nutrisi, dan ZPT dari 

media (Fitroh et al., 2018). 

Induksi kalus diawali dengan penebalan 

eksplan pada bagian pelukaan. Interaksi antara 

ZPT eksogen dan kemampuan regenerasi 

eksplan yang mengalami pelukaan. Hal ini 

sesuai dengan Purba et al. (2017) yang 

menyatakan pelukaan dan zat pengatur tumbuh 

yang ditambahkan ke media menginisiasi 

terbentuknya kalus. Efektifitas ZPT eksogen 

yang ditambahkan pada media bergantung pada 

kondisi fisiologis dan keseimbangan endogen 

dari eksplan (Rasud & Bustaman, 2020). 

Pelukaan pada eksplan menyebabkan aktifnya 

pensinyalan ZPT endogen maupun respon 

perlindungan dalam bentuk regenerasi jaringan 

baru. Pelukaan pada eksplan dapat menginduksi 

adanya penebalan hingga membentuk kalus 

(Ikeuchi et al., 2017). Selain pemberian 2,4-D, 

pelukaan pada eksplan TCL yang menjadi salah 

satu faktor penting dalam meningkatkan 

pembentukan kalus pada eksplan D. discolor.  

Hampir seluruh bagian dari eksplan TCL 

mengalami pelukaan dan langsung bersentuhan 

dengan media in vitro. Hal ini membuat eksplan 

TCL memiliki respon regenerasi lebih kompleks 

untuk pembentukan kalusnya sehingga 

persentase pembentukan kalus yang tinggi pada 

hampir seluruh perlakuan yang diberikan. 

Penambahan 2,4-D yang lebih tinggi (4 mg/L 

2,4-D) memberikan persentase terendah 

dibanding perlakuan lainnya. Konsentrasi ini 

diduga terlalu tinggi bagi eksplan TCL yang 

memiliki ukuran sangat tipis. Eksplan TCL 

rentan terhadap rangsangan dari luar sehingga 

2,4-D dalam konsentrasi terlalu tinggi dapat 

menurunkan persentase terbentuknya kalus. Hal 

ini sesuai dengan Iqbal et al., (2022) setiap 

tanaman memiliki kompabilitas tertentu 

terhadap jenis dan konsentrasi suatu jenis ZPT 

eksogen yang diberikan. 

 

Warna dan struktur kalus 

Kalus mengalami perubahan warna pada 

beberapa fase diferensiasinya (Tabel 1). Kalus 

akan berwarna putih atau krem dengan tektur 

remah saat menuju fase akhir diferensiasi kalus. 

Perlakuan 1 mg/L dapat menginduksi kalus 

yang cenderung berwarna putih kekuningan dan 

bertekstur remah. Hal ini menunjukkan kalus 

yang terbentuk bersifat meristematik dan siap 

berdiferensiasi menjadi jaringan baru. Kalus 

berwarna putih menunjukkan massa sel yang 

sedang aktif  membelah. Kalus berwarna putih 

kekuningan menunjukkan massa sel yang 

menuju fase akhir dari pembelahan. Sedangkan 

kalus berwarna kecokelatan menunjukkan massa 

sel yang menuju fase penuaan (senescence) dan 

kematian sel (Rasud & Bustaman, 2020). 
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Tabel 1. Warna kalus anggrek D. discolor pada beberapa konsentrasi 2,4-D melalui teknik TCL setelah 2 

minggu kultur 
 

Perlakuan Visual warna 
Munsell Color 

Chart 
Gambar kalus Struktur kalus 

A. 1 mg/L 2,4-D 
 

10 YR 7/2 

 

Remah 

B. 2 mg/L 2,4-D 
 

2,5 GY 7/6 

 

Remah 

C. 3 mg/L 2,4-D 
 

2,5 GY 6/4 

 

Remah 

D. 4 mg/L 2,4-D  
 

7,5 YR 6/4 

 

Kompak 

 

Pemberian 2,4-D 2 mg/L  menunjukkan 

warna kalus yang berwarna hijau kekuningan. 

Kalus yang berwarna hijau menunjukkan 

jaringan yang mengandung kloroplas dan masih 

bersifat meristematik. Sedangkan 3 mg/L 2,4-D 

menunjukkan warna hijau yang lebih cerah 

dibandingkan yang lainnya. Pemberian 2,4-D 1-

3 mg/L mampu membentuk kalus yang 

bertekstur remah. Hal ini sesuai dengan 

penelitian Dalila et al., (2013) bahwa pemberian 

2 mg/L 2,4-D dapat membentuk kalus yang 

bertekstur remah dan berwarna krem. 

Pemberian 2,4-D 4 mg/L menyebabkan 

terdapatnya kalus yang mengalami pencoklatan 

dan pengerasan pada kalus bertekstur kompak 

dan tidak bersifatt meristematik. Kalus menuju 

kematian pada eksplan. Konsentrasi 2,4-D 

tertentu dapat memberikan dampak kematian 

pada eksplan. Peningkatan konsentrasi 2,4-D 

dapat menyebabkan kalus berubah warna 

menjadi coklat dan tekstur kompak (Dalila et 

al., 2013). Mahadi et al., (2016) menyatakan 

bahwa tekstur kalus kompak disebabkan oleh 

terjadinya proses pengerasan pada sel yang 

dipengaruhi oleh keberadaan zat pengatur 

tumbuh yang berperan dalam transport zat hara. 

 

Kesimpulan 

 

Konsentrasi 1, 2, dan 3 mg/L 2,4-D dapat 

menginduksi kalus hingga 100%. Konsentrasi 2 

mg/L merupakan konsentrasi terbaik dalam 

induksi kalus dengan warna hijau kekuningan 

dengan tekstur remah dan bersifat meristematik.  
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