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Buku Kultur loringon: Teori don Praktik ini ditulis berdasarkan

pengalaman lebih dari 15 tahun penulis dalam meneliti dan

mengajar bidang kulturjaringan tanaman. Buku ini dikhususkan

agar bisa dinikmati beragam pembaca, seperti mahasiswa,

pelajar, guru, pengusaha, praktisi bidang pertanian, pengambil

keputusan, dan siapa saja yang menaruh perhatian pada bidang

kulturjaringan tanaman. Penekanan utama dari materi buku ini

adalah penjelasan mengenai konsep maupun metode kultur

jaringan yang merupakan salah satu ilmu untuk mempelajari

aspekfisiologi, bioteknologi, dan perbanyakan tana man.
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Alhqmdulillahirobbil'alarnin. Belkat karunia-Nya, buku ini
dapat disajikan ke hadapan para pembaca yang budiman. Buku

ini diberi j!dul "Kultur Jaringan: Teori dan Praktik'l yang ditulis
berdasarkan pengalamaD lebih dari 15 tahun pcnulis dalam

meneliti dan mengajar bidang kultur jaringan tanaman. Isi buku

disajikan sedemikian rupa sehingga bisa dinikmati beragarn

pembaca, seperti mahasiswa, pelajar, guru, pengusaha, praktisi

bidang pertanian, penganlbil keputusan, dan siapa saja yang

nlcnarllh perhatian pada kultur jaringan tanamaD.

Buku ini terdiri atas 11 bab. Dua b.tb pertama [Bab 1.

Status Terkini dan Scjalah Kultur Jaringan Tanaman; Bab 2.

Manfaat Kultur laringan Tanaman untuk PerbanyalGn Bibit)
r1lcmperl<enalkan kepaLla pembaca apa ilu kuliur jaringan

laraman, apa rnanfaatnya, dan statuslya kini dalam konteks

perkelnbangan keilmuannya. Lalu disajikan sejumlah teori yang

lrclandasi kultur jaringan tanaman [Bab 3. Teori Dasar Kultur
jrringan Tanaman). Kemudian, dari tiga bab inj diharapkan

l]rrrb:imn unlum yang utuh mcngenai kultur jaringan tanaman

sudah diperoleh. Dua bab berikutnya mengantalkan pembaca

IncnujLl pfaklik ying rnelipuli nasalah laboratorium dan bcl<cia

rli Irl)or'rtoliunr (llill) 4. Libor-atoriuln Kultur Jarin[Jan T.ul.rman:

lirsililrs (laI Iil|irrrgln; I]rb 5. Pfoscduf Sf.nd.f Bekefj:l di

H. ( Cipia d indungl undang undang.
D larang memperbanyak atau memindahkan sebaBian ata! !c !ruh l!l buku
nl dalam bentuk apa pun, baik secara e ektronls maupun mckrnis, tcrmas!k
memfotokop!, merekam atau dengan sGtem peiy mpannn ainnyn,lanpa izin
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Laboratorium). Bagi yang tidak begitu tertaril{ dengan aspck
tcknis, kedua bab tersebut cukup dibaca sekilas, kemudian bisa
langsung menuju dua bab berikutnya yang menyajikan aspek
teori lebih dalam IBab 6. Pola Regenerasi pada Ku]tur.lhnaman
ln Vitro; Bab 7. Tahapan Perbanyakan Tanaman /n yifr.rl. Bab

B dan 9 nengajak pembaca untuk menuju aspeh tel<nis Iagi

IBab B. Teknik Bekerja Aseptik; Bab 9. Formu]asi Media I(ultur)
sehirgga bagi pembaca yang kurang tertarik pada aspek teknis,
bisa langsung Jkip dua bab ini atau cukup rnernbacanya sekilas.
Dua bab terakhir diperuntukkan secara khusus kepada pembaca
yang serius ingin mendalami aspek teori untuk melnpertajanl
pisau analisa terhadap aspek regenerasi dari kultur jaringan
tanaman [Bab 10. Organogenesis pada Kultur /n yltro Tanaman;
Bab 11. Embriogenesis Sontatik pada l(ultur /n 14fro Tanaman).

[4udah-mudahan buku ini bermanfaat. Tiada gading yang tak
retak. Saran dan kritik sangat penulis harapkan untuk perbaikan
bukr ini.

Gedong Meneng, Oktober 2018

Dr. lr. Dwi Hapsoro, M.Sc.

Prof. Dr. h Yusnita, M.Sc.
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Siilllrs lcrhiui Ktllttti Jilringa!r Tnuirman

Teknik kultur jaringan tanaman (plant tissue culture

tecftniquel tidak dapat dipisahkan dari berbagai teknologi terkini

yang mewamai kemajuan bidang pertanian. Kultur jaringan

tanarnan berasal dari kata "kultur" (to culture atan to cultivate)

yang berarti mernbudidayakan atau mengondisikan agar dapat

tumbuh dan berkembang; serta "jaringantanaman" [p/.u t tissu e.]

yang berarti kumpulan sel tanaman yang mempunyai fungsi

tertentu. Jadi, secara harfiah, kultur jaringan tanaman adalah

membudidayakan ja ngan tanaman Namun demikian, kultur
jaringan tanaman yang kini merupakan terminologi populer di

clLlnia dapat dikatakan sebagai terminologi salah kaprah atau

scsuatu yang kurang tepat, tetapi sudah terlanjur diterima

Inasyarakat luas. Kultur iaringan tanaman bukan hanya berafti

pcngulturan jaIingan tanaman, melainkan didefinisikan sebagai

IcDgulturan secara aseptik bagian tanaman Hal tersebut bisa

l)crupa sel, jaringan, organ, embrio, biji, atau tanaman utuh

(li dalam tabung fsecara in titro) dengan media buatan berisi

DuLrisi lengkap, sumber energi, dan bahan lain yang diperlukan

tanaman [hafipir selalu memeriukan zat pengatur tumbuh]

{lirlam koridisi lingkungan fisik matlpun kimia yang terkontrol.



Saal ini, kultur jaringan merupakan teknik penting, baik
dalarn keilrnuan, seperti biokimia, biologi molekulel; pemuliaan
tananlan, bioteknologi pertanian, maupun cialatr aplikasi
komersial pada industri bibit tanaman [Thorpe, 2006; RoLrt ct
d/., 2006; Singh and Shetry, 20111. Hingga kini, peDggunaan
telojk kultur jaringan tanamaD cli bidang perfanian lnelipuli
[Yusnita,2015):

1. Perbanyakan vegetatif tanaman secara cepat dalam skala
besar.

2. Produksi tanalnan bebas penyakit, tcrutamayaIlg discbabkan
oleh virus melalui kuitur meristem.

3. Produksi tanaman haploid maupun dolble,rrdplold melalui
kultur rnikrospo.a, polen, dan ovuluntuk mem-rJpasr silang
dalarn berkali kali sebagai upaya merldapatkan galur galur
n]urni berbagai tanaman.

4. Produksi metabolit scku[der da]am kultur i? vifro untuk
bahan farrnasi.

5. Memfasilitasi metode regenerasi tanalnan yang efisien untuk
rekayasa genetil(a tanaman.

6. Induksi mutasi maupun keragaman sonaklonai unluk
mendapatkan tanaman mLltan sekaligus somaklon dengan
karakfer unggul, nlisalnya ketahanan terhadap penyakit,
kctahanan terhadap salinitas tinggi, warna bunga yang unik,
clan sebagainya.

7. Induksi pembungaan dan penrbuahan (in vitro fertilization)
serta embryo rescue u[tuk mempercepat program pemuliaan
tanaman.

B. l{ultur jaringan sebagai sistemterkontrol untukstudifisiologi
pel tlrmbuhan dan pcrkembangaD tanaman.

9. Produksi benih sintetik dengan enkapsulasi emb o somatik

atau mala tunas mikl-o.

10. Pertukaran plasma nutfah, penyimpanan, dan l(onservasinya

11. Mendapatkanvarietas baru nlelalui ktllturdnn penggabungan

(fusi) protoPlas.

Seiarah Kultur laringan Tanarnan

Teori totipotensi sel. Penggunaan sistem kultur in vitro atau

kultur jaringan tanaman berawal dari hampir dua abad yang lalu

sejak 1838-1839 ketika Mathias Jacob Schlcjden [1804-1881)
dan'lheodor Schwa[n [18L0 1BB2) mempostulatkan teori sel

Artinya, bahwa setiap tanaman dall hewan merupakan agregal

atau klrmpulan dari entitas individu telpisah yang bersifat

autonomi,yaitu sel sel. Scl merupakan satuan strulitur dasar bagi

semLla organismc hidLrp [Vasil,200B)- Schleiden dan Schwann

menghipotcsiskan bahwa sel tanaman serta hewan mempunyal

sifat aulonomi, baik secam fisiologi maupun biokimia. Oleh

sebab itu, jika dihondisikan pada lingkungaD yang sesuai, sel-

scl itu akan dJpat tumbuh dan berkembang meniadi organisme

utuh. Sel)agian pernyataatr Shcwann yang pcntiDg sehubungaD

dengan lcori selyaDg dikemukakan adalah sebagai berikut:

"\l-tlepat dud hipatesis berkenadn dengan asal ntuasol

fenonttto dolam organistne hidLtp, misqlnya pocla

perttt,tbuhu, yaitu pertutnbuhan nerupakan fungsi dari

orgolti:itr)e tersebut secttra utuh. Selain itu, pertumbuhan

ti(lati krjedi kdrcna su':ltu kekuaton yang berada dalatn

org(tttisttc tersel)ut sccoro uttth. nanlun setiap bagidtl dtlri

orgontsDlc ttrsebut tnan)iliki kekuotan tersen(liri sebagai

lhlit t't itt'tat )n l 
^)l 
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Sebagai contoh, pada tanaman tingkat rendah, sel-selnya
dapat dipisahkan dari induknya dan tetap turnbuh.ladi, tanaman
tersebut mungkin terdiri dari sel-sel yang mempunyar kapasitas
secam individu untuk dapat hidup secara mandiri. Kenyataan
bahwa tidak semua sel apabila dipisahkan darj organisme
tersebut dapat tumbuh, tidak dapat dipandang sebagai sebuah
argumentasi yang bertenlangan dengan teori ini. Namun
demikian, dapat dianalogikan dengan kenyataan bahwa seekor
lebah akan segera mati jika terpisah dari kelompoknya, yaitu
feDomena valid tentang kehidupan individu seekor lebah.

Berdasarkan pernyataan di atas, Schwann n1engemukakan
bahwa pengontrolan suatu fenomena yang terjadi pada
organisme ftermasuk tanamanJ, misa]nya pertumbuhan,
mungkin terjadi pada dua level, yaitu:

1. Pertumbuhan merupakan fungsi yang dikontrol pada level
organlsme utuh.

2. Pertumbuhan ditentukan oleh setiap bagian tanaman [se],
Jaringan, atau organ), di mana masing masing memiliki
pengaruh secara individu, bagaikan suatu kehidupan yang
terpisah.

Pertanyaan berikutnya yang menjadi begitu penting untul<
dijawab oleh para ahli biologi tanaman lebih dari seabad
kemudian adalah:

" Apokah sel sel tanaman memang dopat dipandang sebagai
agen independen yong dapat tumbuh maupun berkembang
menjadi orgonisme dewosa atau sel-sel tersebut adalah
produk eksternol dari sebuah kekuoh terorgonisasi dar[
suotu tdhopatl dalam kehidupan orgonisme utuh?,,

I\4elalui berbagai studi dan bukti empiris terhadap perta

nyaan atau yang menjawab hipotesis dari teori sel tersebut,
dapat disimpulkan bahwa seltidak hanya merupakan komponen
struktural, fisiologi, maupun perkembangan (developmentol),

namun juga merupakaD unit reploduksi dari kehidupan suatu

organisme [Muller Wi]le, 2010).

Berdasarkan postnlat ini maka padatahun 1902 seorangahli
fisiologi tanaman berkebangsaan lerman, Gottlieb Haberlandt,
Lrntuk pertama kali melakukan eksperimen pengulturan sel

palisade daurl pada larutaD garam mineral Knop's yang diperkaya
dengan sukrosa. Setelah satu bulan dalam kultur, sel tersebut
masih hidup dan ukurannya membesar, namun gagal membelah.

Pekerjaan Haberlandt memang belum berhasil pada saat itu,
namun oleh para ahli fisiologi tanaman, Haberlandt dianggap

telah meletal<kan konsep dasar teori totipotensi. Selain itu,
membuka peluang besar dilakukannya pendekatan baru dalam

eksperimen mengisolasi seltanaman dalam larutan hara mineral
serta meneliti berbagai faktor yang memengaruhi pertumbuhan

maupun perkembangan tanaman. Penelitian Haberlandt juga

telah membuka pandangan sekaligus keingintahuan yang

mendalam dari para ahli ilmu tanaman tentang hubungan
antarsel, jaringan, dan organ tanaman dalam tanaman utuh
pada proses pertumbuhan maupun perkembangannya. Atas

penelitiannya fersebut, Haberlandt dianggap sebagai piollir
dalam sejarah kultur jaringan sehingga dinobatkan sebagai

Bapak Kuliur Jaringan Tanaman [Thorye, 2006].

Setelah percobaan Haberlandt, berbagai temuan penting

telah berperan dalam mengukjrtahap demi tahap perkembangan

kultul jar-ingan tanaman dan biotel<nologi pertanian. Berikut
adalah tonggak-tonggak bersejarah terpenting dalam



pel-l(cnrbaDgan tekDik kultut jaringan dan bioteknologi tananlan

[Murashige,l.]88; Thor pc, 2006; Staba, 1985; dan de N4aagd et
at., 1999):

183tl- l)jkemukakannya teori sel oleh Schwann & Schleiden
1B:19 bahwa pada pfinsipnya sel-scl tanaDan bersifat

autonomi.

L892 Von-Sachs mendapatl<an bahwa tananan menyiutesis
senyawa-senyawa penlbentuk organ yang terdistribusi
di dalam sel-sel secara polar:

1,902 Haberlandt melakukan upaya pcrtana kultur jaringan

tanaman,

1904 Hannig melakukan upaya kultur embrio tarlaman dari
famili Crucflrde untuk pertama kali.

1909 Kuster melakukan penelitian fusi proloplas, namun
tanamaD hasjl fusi tidak dapat bertahan hidup.

L922 Knudson nelakukan pcngecambahan biji anggrek
asimbiotik rn yitro.

1922 Robbins & Kotte mengisolasi rnaupun mengulturkan
ujung akar r'n yifro.

1,925 Laibach nelakukan penyclamataD embrio untuk
L929 mcngatasi inkontpatjbiljtas persilangan intcrspesies

dad ril rm.

1934 White berhasil mengulturkan akar tomat yang
meristernatik di media yang nengandung garalrr-
garam minerill, /ed.sf exfroct sllkrosa, dan vitamin B

[piridoksin, tianin, serta asam nikotinat].

Gautheret pertama kali ber.hasil mengullurkan
jaringan kambial Acer pseudoplotanus maupun

Illmus catnpestre di media agar yang nlengandung

garam-gafa)n Knop',s, glurkosa, dan cistein-llcL untuk

mernpclajari pemhentukan tLl nas adventif.

La-Rue berhasil mengulturkan embrio beberapa

Gymnosperm.

Gautheret & Nobecourt belhasil mcngulturkan

laringan tumor Nicotiono glauca dan Nicotian(r

lengsdotfii hibrida yang tanpa diberi auksin dapat

tumb h sccara terus-mcnelus serta terdiferensiasi

mcnjadi akar maupun tuDas.

Berikutnya, dengan telah ditemukannya IAA dan

penambahan media dengan vitamin B, Gautheret

& Noubecort berhasil mengulturkan jaringan akar

wortel,

|940 I'cnemuan IIEPA (High Efficiency Particuldte Air) aleh

Firma Riset dan Penge bangan Arthur D. Little,

USA. IIEPA filter bekerja dengan menyaring udara

rnelalui saringan yang sangat halus, yaitu sekitar 0,3

mikron. Dellgan delnikian, memungkinkan udara yang

clihembuslGn melalui filter ini bebas dali kontaminasi

mikroorganisme atau partikel berbahaya lainnya

i)enemuan filter HEPAmelrrberikankelnaiuan signifikan

pada tcknik kultur jaringal1 yang mcnsyaratkan kondisi

kultLlr ascptik.
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Van-Overbeek besefta stafnya pertama kali
me[ggunakan air kelapa yang mengandung faktor
perangsang pertumbuhan dan perkembangan untuk
mengulturkan embrio ,aturd serta jaringan kanker
batang.

Skoog pertama kali menggunakan jaringan tembakau

untuk studi pembentukan tunas adventifin vitro.

Loo melaporkan keberhasjlan pengulturan potongan
ujung tunas asparagus ii? yitro.

Ball pertama kali mendapatkan ta[aman Lupinu.r dan

Iropaeolum dari eksplan pucuk tunas.

Skoog & Tsui melaporkan bahwa pembentukan tunas

dan akar adventif tembakau diteDtukan oleh nisbah

auksin maupun adenin di dalam media.

Bafl meldllorkan brhvra kalus Spquoio \ompprvirpns

dapat berregeilerasi menjadi organ.

Morel & Martinberhasil mendapatkan tanaman dahlia
bebas virus dari eksplan meristem.

Morel dan Martin berhasil mengaplikasikan
micrografting.

Tulecke berhasii mendapatkan kalus haploid dari
pollen Ginko biloba.

Strauss berhasil memonitor perubahan jumlah dan
perilaku kromosom pada kullur endosperm iagung.

Miller dkk., menemukan kiretin, hormon sitokjnin
perangsang pembelahan sel.

t956

1957

Tulecke & Nickell merealisasikan kultur sel suspensi

untuk menghasilkan produk sekunder (Staba, 1985).

Skoog & Miller memublikasi pengatumn hormonal
terhadap pembentukan organ [tunas dan akar.) pada

kultur tembakau oleh perubahan nisbah sitokinin/
auksllr.

Maheshwari & Rangaswamy berhasil
meregenerasikan embrio somatik Citrus ovules invitro
daIi nucellus.

Reinert & Steward berhasil meregenerasikan

proembrio dari kulturkalus maupun kultur sel suspensi

wortel lraucus carotd].

Handbook kultur jaringan tanaman yang Iengkap

dipublikasi pertama kali oleh cautheret.

Kanta pertama kali melakukan fertilisasi in yitr"o pada

Papavar rhoeas.

Cocking berhasil melakukan en zym ati c deg radation
untuk mendapatl<an sejumlah besar protoplas.
Isolasi protoplas merupakan langkah awal dari kultur
protoplas.

Morel berhasil melakukan perbanyakan vegetatif
anggrek in yitro melalui kultur mefistem.

Bergmann berhasil melakukan filtrasi pada kultur
sel suspensi daD mengisolasi sel-sel tunggal melalui

Platlng.

t,)51]

1959

t960



L962 Murashige & Skoog memublikasi formulasi media MS

yang hingga kini terbukti sesuai untuk pengulturan i,?

yifr"o berbagai jenis tanaman.

1962 Whitfield, ahli lisika dari Sandia National Laboratories,
USA, mcnemukan laminor-flo\u cleonroom/cabinet.
Penemuan ini membcrikan dampak yang signifikan
terhadap kemajuan bioteknologi, nanoteknologj, dan
bidang kesehatan.

1.964 Guha & Maheshwari berhasil neregenerasi tatlaman
dari pollen Ddf r.I spp-

Mathes berhasil mcregeneEsi tunas dan akar dafi
kalLls Po pu I us tremu I oi d es.

1965 Aghion-Prat bcrhasil menginduksi pembungaan ln
vitro pada l<ultur tembal<au.

Vasil & Hildebrant berhasil meregenerasi lanaman
tembakau dari kultur sel tunggal.

7967 Pierik berhasil nengilduksi pembungaan pada
Lunoria annud dengan vernalisasi in vjtro.

Bourgin & Nitsch mendapatkan tanaman-tanaman
tembakau haploid dari kultur poilen.

1969 Acristan & Melchers melakukan analisis karyologi

[penghitu[gan kromosom) pada tananlan tembakau
yang diregenerasi dari kalus l]1 vifro.

Eriksson &fonassen pertama kali berhasil mengisolasi
protoplas dari kultur s|spensi Htlpopappus grac[lis.

l1)70 Carlson pertama kali nenyeleksi tanaman mutan darj
kultur ln yifro.

Kasha & Kao menggrLnakan kultur embrio untuk
nlendapatkan tanaman barley monoploid.

Power dan rekan pertalna kali berhasil melakukan
fusi protoplas.

lt)71 Takebe dkk., pertama kali meregenerasi tanatnan dari
kultur protoplas.

l\72 Carlson dkk, berhasil melakukan hibridisasi
i[terspesifik pada Nlcotiand melalui fusi protop]as.

lt)7.1 Murashige dkk,, mendapatkan bahwa sitokinir
dapat n]emecahkan dormansi pada eksplar Capitulum
gerberc.

l\t71 Murashige dkk, berhasil menginduksi percabangaD

tunas aksilar pada eksplan pucuk tuDas Cerrerd_

Binding berhasil meregenerasikan tanaman petunid

hybrida haploid dari kultur protoplas.

Mclchers & Labib mendapatkan tanaman hibrida dari
lrnsil fusi protoplas haploid.

Reinhard melaporkan biotransfbrmasi d:liam kultur
jaringan lanarnan.

Zaenen dkk,; Larebeke dkk, meDemul(aD bahwa Il,
l)/osrri.ladalah penginduksi tumor pada,4orobacterium.

It/!, ccngenbach & Green melakukau seleksi positif
l)ild.r kultLrr kalus jagung yaDg r.esisten tcrhndap
1 I cI n) i D Lhospot i tt Dt Dto.ydis.
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Seibert berhasil menginisiasi tunas dari pucuk tunas

Carnation yang disimpan dalam suhu sangat rendah

deigar car a Cry opreserva ti on.

Power dkk-, berhasil mendapatkan hibrida
interspesifik darl fusi protoplas Petunid ,riybr"id dengan

Petunia parodii.

Bomhoff dkk., menemukan bahwa sintesis, brcak{low n

oktopin, dan nopalin dikontrol secara genetik oleh 7i
p I asm id pada Ag rabacterlum tumefaciens.

Chilton dkk, berhasil mengintegrasikan DNA Ii
plasmid Agrobacterium tumefaciens di dalam tanaman.

Melchers dkk., berhasil mendapatkan tanaman hibrida
somatik kentang dengan tomat dari fusi protoplas.

Martons dkk., menemukan prosedur kokultivasi
untuk transformasi pr-otoplas lanaman clengarl

Agrobacterium.

Larkin & Scowcrofft mengenalkan terminologi
l<eragaman somaklonal pada tanaman.

Siderov dkk, isolasi auxotrophs dengan cam skrining
berskala besar pada koloni-koloni sel yang berasal dari
protoplas haploid Nicotianq plumhaginlfolig di mana

diperlakukan dengal1 agensia mutagen.

Krens dkk, mendapatkan bahwa protoplas dapat
menerima lberinkorporasi denganJ DNA hasil isolasi
sehingga memungkinkan dilakukannya transformasi
dengan DNA.

Zimmermann rnenemukan fusi protoplas dengan

stimulus elektrik.

l')tl3 Pelletier dkk., berhasil melakukan hibridisasi
sitoplasmik intergenerik melalui fusi protoplas radrJi
dengan rape.

l()ll4 Paszkowski dkk., berhasil melakukan tt.ansformasi
sel tanaman delgan DNA plasmid.

feffreys berhasil mengembangkan teknik sidik jari
DNA untuk mengidentifikasi individu tanaman dengan
ntenganalisis polimorfisme pada level sel<uens DNA.

l')ll5 Horsch dkk,, berhasil mentransformasi gen melalui
infeksi maupun transformasi potongan daun (leofdisc)
clel:lgan Agrobacterium tumefaciens dan regenerasi
lanaman lransgenik,

l')ll() Powell-Abeldkk.,berhasil mengembangkantanaman
tembakau dan tomat transgenik resisten virus
menggurrakan gen penyandi coot proteinTMV.

l')ll7 Sanford dkk; Klein dkk, mengembangkan transfer
gen menggunakan biolistik furene,gun) dengan particte
b om bo rdment nntnkflransformasi gen pada tanaman.

Barton dkk, berhasil mengisolasj gen Bf dari bakteri
Bocillus thuringiensls dan me[dapatkan tanaman
Lembakau transgenik yang mengekspresikan delta-
cndotoksin sehingga resisten terhadap serangga
Lcpidoptera.

F'ischoff dkk., mendapatkan tanaman tomattransgenik
toleran serangga.

1942



1996

1995

1997

Monsanto, USA, pcrtama kali melepaskan kcntang-Br

tmnsgenik New Leafln', yang nrengekspresikan protein

Cry3A untuk perli11dunga11 tanaman terhadap kumballg

kentang Colorado. Artinya, clengan penanarnan kentang

Bt ini penggu[aan insektisida berkul ang sebesar 40'l0

Monsanto [USA] nelepas varietas kapas-Bt

[BollgardrM] untuk perlindungan tcrhadap hama

kapas, scpertj tobdcco budworm, cotton bollworm, ddn

pin l( bollwortn. Bebcrapa perusahaan mengembangl an

jagung Br dan mengomersialkan penggunaanlya

del1gan memberii<an lisensi kepada perusahaan bcnih,

misalnya Novartjs, Basel, Switzerland, dengan nama

dagang YicldcardrM, Knockout'M, dan BitecaldTur;

Monsanto dengal nama dagang Yieldcardr ; serta

DEKAI-B Genetics, lL, USA dengan nama dagang Bt-

xlrd, . KemuJirn, l<e,uali Br-Xrrar'. \emud tdgllng

transgenik tersebut menproduksi protein CrylAb

Artinya, dari hasil percobaaD di lapangan ditunjukkar

bahwa jagung-Bf transgenik tersebut mampu

mengendalika[ 997o hama generasi pertama larva

peDggerek batang jagung European

Tallaman transgellik ](entaDg-Bf mendapat izin

untuk dikembaDgkan di Kanada, lepang, Meksiko,

dan Georgia [dulunya Republik Soviet) Tanaman

kapas-Bt mendapat izin untuk ditanam di Australia,

Cina, Meksiko, Afrika Selatan, dan Amerika Serikat

IASJ. Tanaman jagung Bt-transgenik mendapat izin

uniuk dikembangkan cli Argcntina, Kanada, Jepang,

AS, clan di Masyalakat Ekononi Eropa (MEEl.

Saat ini, penggunaan teknil< kultur jaringan yang secara

l,rngsung berhubungan dengan hajat orang banyak di
Ir)donesia adalah untul< perbanyakan bibit secara massal,

frisalnya produksi bibit pisa[g, kentang, jati, tebu, anggrek,
tlil|r berbagai jenis tanaman hias lain. Di samping itu, di

1x'r'usahaan perbenihan teknik kultur jaringan digunakan untuk
rrrr'nghasilkan berbagai jenis sayuran, tananan hias haploid, dan

rlauhle'hoploid terutama melalui kultur mikrospola maupul
lfirlluf ovul. Pada skala riset, teknik kultur jaringan banyak
rlilrrkukan di laboratorium bcrbagai universitas untul< mencari

llr()lokol rcgcnerasi, perbanyakan in yitro berbagai tanamatl,
.,lLr(li fisiologi tanaman, untuk memfasilitasi rekayasa genetika
rl,rrr sebagai sarana implementasi tridarma perguruan tinggi
(t),r(lir aspel< pendidikan, penelitian, serta pengabdian kepada
rr,rsyarakat).
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ll'rrbi kil|r Tilnama! dan Produksl Benth rtau Bittit
Sebagai makhluk hidup, tanaman berkembang biak.

Al)rt)ila berbiak secara seksual atau kawin maka dibutuhkan

l)r'r'lemuan antara gamet jantan dan betina. Setelah kedua sel

H.rllcr itu menyatu, terjadiiahzigotlalu zigotberkembangmelaluj
l,rllilpan terlentu menjadi embrio dan tanaman utuh. Apabila
l)r,rl)ink secara tak kawin maka tidak dibutuhkan bertemunya

[.Ull(jL jantan dan betina. Artinya, ya[g dibutuhkan ada]ah sel

lIl)rl), disebut juga sel somatik, berkembang melalui tahapan
lr,rlontu sampai menjadi tanaman utuh. Pemahaman mengenai
kr.rlLrir jalur perkembangan itu bermuara pada pemanfaatannya

lrlll uk bidang perbenihan dan pemuliaan. Perbenihan berurusan
rlr.It].ur bagaimana memproduksi benih berkualitas tinggi.
l\'D|llliian berurusan dengan bagaimanamenghasilkanvarietas-
v,r r('l irs Lrnggul.

l'.1(|r budi daya tanaman, ketersediaan benih adalah masalah

lr,rlirlt. l\4enurut UDdang-Undang Republik Indonesia No. 12

l,rlll|ll 1992 tentang Sistem Budi Daya Tanaman, Bab I ayat 4,

lrr'I rlr liulnln.ln, se]anjutnya disebut benih adalah tanaman atau
l,,rjlr,rrrrya yang digLlnal<an untLll( tnemperbanyak dan/atau
Ilr, jl('rn[)angbia](kan fanaman.

l; t r I i t t r j uri ng a r fana nal.ii i,]i
ruttuli ilcrbnnry&k*n liiirlt ''



Benih dapat bcrwujud biji [seec]]:ltau malerial tanaman

Iainnya yang l.lzjm disebut bibit, misalnya tanaman kecil hasil

kultur jalingan, penyetekan, cangkok, penyambungan, dan

okulasi. Dalam a$ obisnis, benih atau bibil harus tersedia cukup

pada waktu dibutuhkan. Mutunya harus tiDggi agar dihasilkan
panenan yang tinggi dari scgi kuantitas maupun kualitasnya.

Untuk memenuhi kebutuhan benih yang berwujud biji, pada

banyak l{asus lebih mudah daripada jika benih itu berupa

bLrkan biji, misalnya berupa tanaman liecil. KemuLlian, untuk
selanjutDya, dalam tulisan ini, benih yang bukan biji disebut

bibit.

Masalahnya adalah balyak tanaman penting, seperti pisang,

nanas, tebu, jati, nilam, dan sebagainya, benihnya berupa bibit
sehingga pel1yediaannya relatif lebih su]it, terutama jika budi

dayanya dilakukan dalam skala besar. Sebagai contoh aclalah

tanaman pisang dan nanas. Secara tradisjonal bibit pisang

adalah anakan [suc/<ersJ [Gambar 2.1] yang tunbuh di sekitar

tanaman induknya atau tunas dari bclahan bonggol. Anakan

anakan ini tumbuh dari nata mata tunasyang berada di bonggol

atau batang induknya. Beberapa jenis pisang tidak banyak

menghasilkan anakan per rumpun sehingga untuk penanaman

dalam skala luas sangat sulit untuk dilakukan. Problem lainnya

adalah anakan-anakan ini sering kali tidak seragam ukurannya,

yaDg berarti tidak seragam tingkat kedewasaannya, belarti pula

tidak sengam masa panennya. Masalah ketidakseragama[ ini
menyebabkan praktik agrobisnis tjdak bisa diterapkan secara

optimal- Di samping itu, penggunaan anakan pisang untukbibit
berpotensi membawa inokulum patogen jika rumpuD tanaman

induk sudah terkena penyakit. Masalah ini dapat diatasi dengan

pencrapan teknik kultur jariDgan tanaman, sebab tcknik ini
dapat digunakan untuk menlpro(luksi bibit sehat yrng selagaln

(lirl;rnr junrLlh bcsir' (Gar)rbilr- 2.2) dirl,ur waktrr |r,lnlil sirrlil(irf.

liinihar 2.1 Bibit pisang.lari anakan, ukurarnya sering kali tidah
scmgam dan berpotensi memba$'a inokulum patogen

r,.,,,,1, Z.z Bibit pisang asal kultur jaringan, semgam,lcbih sehat, dan
dapat diproduks i dalam junlah besar

(i)nfoh kasus pembibitan lainnya adalah penanaman

rr.rrr,rs pada sl(ala perkebunan besar. Nanas pada umumnya
, rt, |l ri|lr] cicngau lreDggu nakan bibit yang berupa mahkota buah

l, r',ry,Jl, illrrk:ln {sr/./ie,s), s/t, elau sctcl( rnilc-o dar-i potongan

, rrrvr. Ap;rbil:r pcflallrn:rn nirrrils l)clsl(rh pcrkcbLlnan stldah

.ril,r (l.lr):rkiur tlil;rkrrk.rn 1rl' :rrr;rrrrrrIr l)ilrlil r rrsirn borik(rlDya

|lr,rliir k( t{,fs{ (li,ril l)il)il Unlurl|rvir li(l;rlt I)r'||llrIsirIirh, b,rik



dari segi jumlah rnaupun keseragamannya. Penyediaan bibit

menjadi bermasalah jika pertanaman pada musim berikutnya

menggunakan bibit dcngan verietas haru. Bibit vnrietas

bam sering tidak tersedia dalam jumlah banyak maka harus

.lipcrbanyak. Apahila skala agrobisnisnya relatif besar maka

junlah bibit yang dibutuhkan juga besar: Hai ini bisa dipenuhi

dengan sualu tek[ologi yang mampu menghasilkan bibit

tanaman berjumlah besar dalam waktu relatif singkat, yaitu

nricr"osecfion dan kultur jaringan

Seiain pisang maupun nanas, komoditas lainyang penyediaan

bibitnya ada yang menggunakan teknik kultur jaringan adalah

kentang, jati, bambu, kelapa sawit, kelapa kopyor, kurma, kopi,

kakao, tebu, dan berbagai jenis tanaman hias.

Dalam tiga dekade terakhir ini, perLembangan pesat terjadi

pada indllstri hortikultura di dunia llal tersebut khususnya

pada komoditas tanaman hias saDgat terbantu oleh penggunaan

teknik kultur jaringaD, baik untuk perbanyakan tanaman

(micropropagation) maupun pemuliaan melalui seleksi karakter

karakter unggul tanaman hasil dari kcragaman somaklonal

(Rout efdl, 20061.

Permintaan aka! bibit tanaman hias berkualitas untuk

produksi tanamarl hias pot, taman_taman domestik, maupun

lanskap perkotaan sangat besar sehingga diperlukan aplikasi

bioteknologi untuk penyediaannya Beberapa tanaman hias

pentingyang secara luas telah diperbanyak mcngguDakan teknjk

kultur jaringan disajikan pada Tabel 2 1

l.,i)ol 2.1 Tanarnan hias pot yang dalam perdagangan global

r,(lfbanyakannya banyakdilakulGn mcnggunakaD l<ulturiari.ga!

Spesies & Kultivar
Al ocasi a mi ch o li tzi and'Grccn Velvct'

Anthurium andreanutn

Anthu r i u m schc rzeri a n u m

Begonia tuber hybrida

Begonio x hiemolis

Begonia x elatior

Begonie x cheimantha

Cyclamen persicum

D end rd n th emo g ro n dr.,4ord [krisan]

Derdrobium hibrida dan spesies

D recaena deremensi s'Wan]eckii"

D ra c a e t1 a m a rg i n d ta' T r icolovr'

Ficus benjamina

Ficus religioso

Rosa hybrida

Rosa damascena

Saintpaulia iondntha

Yucca aloaifolia

Pehrgonium x hortorum

Pel a rg oni u m zo nale hybrid
Petunia hybrida

Phaldenopsi.t hillrida
Rhododc!)dron spp.

Spo th i p h.y I I u nt fl o ri b u n d u n

Sfnr|l r: lt,rLl rr irl, 2l)0/,



Di samping untuk memproduksi berbagai jcnis tanaman

hias tersebut, teknik kultLlr jaringai juga cligunakan untuk

rnenrpfodLrksi bibit dan pemuliaan anggrek PcmuliaaD

anggrel< dilakukan dengan mengoleksi tetua-tetua terpjlih lalu

dilakukan hibridisasi dan rnenyeleksi progeninya [Yusnita,

20101. Oleh karena ukulaD biji anggrek yang sangat kecil dan

tidak mempunyai cadangan makanan nlaka pengecambahan

biji in vifr"o yarg aseptik dengan suplai nutrisi maupun energi

nrcmungkinkan keberhasilan tinggi, sedaDgkan pengecalnbahan

biji ex vitro sangat sulit apabila tanpa simbiosis dengan ienis
jamlr tertentu lmycoffhiza) yaDg hidup di kulit pepohonan

[Yusnita, 2010]. I'crbanyakan klonal berbagai ienis anggrek

jumlah besal dala,rl waktu singkat juga mengandalkan sistem

kultur jaringan [Arditti & Ernst, 1993).

Itamkteristik Kultur iaringan Tanallran

Kultur jaringan tanaman merllpakan teknik untuk

mengultr.irkan bagian tanamall ilr virro di media buatan yang

mengandung energi sekaligus bernutrisi lengkap pada kondisi

aseptik dengan suhu dan pencahayaan terkontrol agar tumbuh

dan berkembang ke arah tertentu, misalnya menjadi tanaman

utlrh, organ, atau laiinya. Istilah i,r virro secara hadiah berarti

dalam tabung. Pengulturan lanarnan in vitro dapat dilakukan

dalam suatu wadah kultur yang terbuat dari kaca atau plastik

transparan. Wujud wadah itu bisa suatll tabung, bolol, cawan

petri, atau suatu toples dengan struktur khusus Kondisi aseptik

artinya bebas dari mikroorganisme, bersih, dan steril Media

kultur nengandung gula sebagai sumber energi dan nutrisi

esensial y.rrlp lcngkap pada konsentrasi tertentu. Kondisi

Iingkung3D I,erkontrol artinya suhu dan pencahayaan di ruang

kultuf juga su(lirh ditctapkan. Perkembangan l(c amb lcrtcntll

.l| lir)ya eksplan yang dikulturkan itu tumbuh dan berkembang

lir, il| rh yang dikehendaki.

N4isalnya, eksplan diarahkan agal membentuk kalus

rlr.rrllrrn berkembang biak secara cepat lalu kalus dipindahkan

lii r)redia baru yang mengarahkannya membentuk tunas-
ru Iirs atau embrio. Se]ain itu, dapat juga eksplan itu diarahkan

|| rlllk rncmbentuk tunas-tunas atau emblio secara langsung

l.rlr tcrbentuk organ tunas atau embrio yang seianjutnya
,lrr'.rhl<an untuk menjadi lanaman utuh. Bjsa juga eksplan itu
,1r,rr;rhkan agar membentuk akar saja dalam jumiah banyalc

I rtli, r|rh perkembangan eksplan yang dituju tidak hanya pada

l',,rrl)(.ntukan tanaman utuh.0leh karena itu, teknik kultur

l,r ||rgiln tallaman tidak hanya bermanfaat guna rnemperbanyak
I Ir,l| iln dcngan cepat, tetapi bisa juga untuk tujuan lain.

N,r|lr|l demikian, pada buku ini pokok bahasan dibatasi pada

gr, rrllgrrnaan kultur jaringan untuk perbanyakan bibit tanaman.

l,rir, cksplan yang ditanam diarahkan pada tumbuh dan

l,r,r lir'rrrbang nrcnjadi tanaman utuh untuk bibit.

l'r'risos mengarahkan pertumbuhan dan perkembangan
.,,r rll,rl ]lenting dalam kultur jaringan tanaman. Banyak hasil

|l, Ii litl.ln menunjukkan arah pertumbuhan dan perkembangal
, l,.,til,|lr sangat tergantung pada Z:rt Pengatur Tumbuh [ZPl'].
ltrl ,r,lr,rbry;r kebemdaan ZPT merupakan salah satu ciri dari
l\lrlrr I lirrinBan lanaman. Ciri kultur jaringan tanamanyanglain
|.rL.rlr ,rscptik, in vitro, media mengandung ham lengkap, dan

l,r,r r! | r.;i lingl{Lrngannya tcrl(ontrol.

(il, lr klrcna tcknik kultur jaringan melsyaratkan kondisi
/r yrl,r) y;r|rg slcril atau ascptil( mal(a bibit yang dihasilkannya

;,rrrr lr.lrrlr schat sebirb setidaknya telbebas dar-i kontanrinasi

1,.rli.l, r i rl,ln jilu)ur llilnyrk Ingi c{}nf{)h ront{}h yrng bisa



dikemukakan mengenai dibutuhkannya teknik kultur iaringan
untuk memperbanyak bibit dalam jumlah besar, terutama bibit
tanaman yang diperbanyak secara vegetatif atau bibit dad biji
yang perkecambahannya memerlukan sistem kultur iaringan.

I(euntungan Perbatyakan Tanarnatt dengan Teknik Kultur

,aringaD

Beberapa keuntungan penggunaan kultur iafingan untuk

memperbanyak bibit dibandingkan dengan cara perbanyakan

konvensional adalah bahwa teknik ini:

1. Dapat digunakan untuk memperbanyak tallaman true'to-

O/pe dalam jumlah besar dengan waktu relatif singkat. Hal

ini karena multiplikasi propagul dapat terjadi dalam interval

2'6 minggu dengan penggandaan secara deret ukur, misalnya

dengan Iasio perbanyakan 1:4 per periode pengulturan maka

diperkirakan akan djdapat: 1 4 6-64-256-1024 bibit dalam

lima periode kultur Melalui faktor koreksi tertentu, dapat

diprediksi jumlah bibit yang dihasilkan dalam lima hingga

enam periode pengulturan atau per tahun

2. Pelakanaan produksi bibit tidak tergantung musim

l. Tiddk mererlukdn lelnpal \dng luJs.

4. Dapat menghasilkan bibit lebih sehat karena berasal dari

kultur in vitro Yang steril.

5. Dapat digunakan untuk nlengeliminasi patogen yang

sistemik dari tanaman induk, yaitu dengan cara shoot-tip

grofting atau kultur meristem in vitro.

6. Dapat digunakan untuk mengoleksi dan memelihara plasma

nutfnh.

/ l),r|,rl digunakan untuk mengecambalrkan benih yang sulit

l)fr'kccarlbah secara koDvensiona] atau peDyelamatan

i n rl) rio, misalnya pada biji anggrek dan kelapa kopyor.

ll l).rl)lt digunal<an untuk perbanyakan klonal tanaman yang
.rcr'a|a konvensional tidak dapat atau sulit diperbanyak

!r,( ilra vegetaLil rnisalnya kelapa sawit.

N,||rrun denikian, teknik ini juga sering dianggap sebagai

lrro,rr's produksi bibit yang mahal karena memerlukan

l.rl,,,r,rtr)fium dengan peralatan dan bahan kjmia yang mahal. Di

..rrrl)iI1l itu, pelaksanaan kultur jaringan memerlukan keahlian

l,lrrr;rrs. l(cahlian dan keterampilan khusus, terutama uDtuk

rrr.fllrrrdisikan kultur menjadi aseplik, pembuatan media

,l,.rll,r|r lrcnsentlasi hara mineral sekaligus ZPT secara akurat,

,l,rr| rlil(Llasainya protokol perbanyakan in vitro tanaman yang

rrr rrrt,rp Iestab,'shedJ dafihasilfi set lsetiaptahapanpengu]turan
rr.rrl)ll|l ti|naman urnumnya memerlukan resep media berbeda].

I\,4irlral atau tidaknya suatu proses produksi bibit
l,.rll,l|ltUng dari beberapa faktot di antaranya kebutuhan/

l,, r|li|ltailn/pasar yang akan menentukan skala produksi

llll,Ll. kolrr:rntapan (reproclucibility) prosedur yang digunakan,

1., r, | .r,(lririrr nraupun jenis bahan bahan kimia, dan fasilitas

l. rl ), | | , r l( ) riu nr yang digunakan. Maldn banyak bibit yang harus

,lrt,rrJ,lrksi, rnaldn murah biaya produksinya. Penggunaan

l,,.li, r rl).r l):lllen dcngan harga murah, misalnya bubuk agar,

rlLrlr, rl.l|r ZPT, dapat rnemangkas ongkos produksi bibit dengan

r, l,r li kultlrrjil-ingan. D i samping itu, komponen biaya produksi

t rr11ir ,rl,rlrrh pada listrik yang digunakan untuk AC, autoklai
,lL r I rror, (l l|r ruirrrg l(ullur-. Perenrpalan laboratorium di daerah

1.rr:1, :,, 1rrk rI{'ngirrr rrrl;rr':r scgar darr bersih d.lpaL nlenlangkas

1,, lj||lulr,Ur lislrik unluk A(1.
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tirtlitt.,1*t'irqa;t

l)rlirm kultur jarjngan tanaman, sepotong kecjl bagian

l.rr,rrraD [sel, jaringan, atau organ) yang dikondisikan [in vitro,
. |,, l)t il<J, dikulturkan dimedia (dengan suplai semuaharamineral
t,r'rsirl, energi sekaligus Zat Pengatul Tumbuh [ZPT], dan
{lrl(r)rlrol pencahayaan maupun suhu ruangnya, dimungkinkan
rL|lluk cliarahka[ pertumbuhan ataupun perkembangannya

|lri rjirlli ianaman utuh. Fenomena ini sulit atau tidak dapat
l, rj,r{li pada kondisi umum budi daya taDaman tanpa sisfem

lillluf i,'l vir.o. Sepotong bagian kecil tanaman tersebut dapat
,lr,l|,lhl<an Llntuk mengalami pertumbuhan dan perkembangan

r r'|ljl(li tanaman utuh. Bagaimana feDomena yang luar biasa ini
|)L:,,r lcr'ladi?

\,.1 l:rr:rnrnn Bersi[at Totipoten alan Metnpunyai
l\ r.l( ||l ||Ia n Nlorfogenetik

A(lir heberapa teori yang merldasa kuitur jaringan tanaman.

l\'t tttDla, teori sel yang clikernukakan oleh Matthias Schleiden

il. r 'llrcoclor Schwann [1838-1839) menyatakan bahwa se]

l.rr.ullrrr bclsitat toiipotcn, yaitu dapat tlrmbuh sekaligus

lrrk{,rlblrrg mcnjr(li tirnam.n utuh apabila berada pada

lii)l|(lrsi si]suili. []pryr untuk l]rcnrbul(til(aD tcor-i totipotcnsi scl

li,l,rll |l)(' Dlliu ilhkiln l)Jdil l)cncnrurn-l)cncnruxr) pcnting dalanl

Irllrrr jrrrirrgrrtr l;r|liUrirrl. I);r{lil lirllrlr) l(J02, s(:r)r'irllB bollrris



nLlstria, Godheb Haberland, merupakan ilmuwan di Cermd,

Academic af Science mcncoba me[giso)asi dan mengulturkan sel

pefotosintesis menggunakan larutan hara yang diforDrLtlasikan

oleh Johann Knop pada tahun 1865 dengan menarnb:th sukrosa

serta asparagin. Namun demikian, sel sel tersebut hanya dapat

bertahan selama 20 hari. Scfsel tersebut bertalnbah ukurannya,

namun ticlak mengalami pembclahan sel. Pada saat Haberlandt

mengulturkan irisan tuber kentang yang nrcngandung pembuluh

vaskuler, beliau rnengamati adanya pembelahan sel. oleh karena

itu, clisimpulkannya bahu'a dj dalam irisantuberkentangtcl-dapat

senyawa yang me[ginduksi penrbclahan se] dan menyebulnya

dengan hormon lui<a (woand,hor"rnone]. Tcmuan Haberlanalt

ini selanjutnya nlenjarii pclnicu yang menginspirasi banyak

ahli biologi t:lnadlan Lrntuk mcmbuktikan teori totipotensi sel.

Melalui pcncmuan hormon allksin sckaligus vitamin B1 ataLl

tiamin ftahun 1930-anJ, penemuan fi]ter H E PA pada tahun 1940-

an, penemuan hornon sitokinin ltahun 1950_anJ, penemuan

berbagai formulasi media kultur; serta serangkaian percobaan

menggunakan sistem kultur jaringan yang sudah dilakukan oleh

banyak ahli biologi tanaman (lihat sejarah kultur jadngan di Bab

1) telah dibuktikan hahwa sel tanarnan benar bersifat totipotcn.

George [2008) menyatakan bahwa totipotensi merupakaD

karakter spesifik sel-sel pada jaringaD tanarnan masih muda

yang meristenatik, scperti sel-sel kambium dan sel palisade

daun. Namun demikian, totipotensi tidak terdapat pada sel-sel

yaDg sudah terdiferensiasi menjadi struktur khusus, seperti sel

sel rrdcheld dan sel-sel tapis lsieve tubes] pada ja ngan vaskuler.

Di samping sifat totipotelsi, kenyataan bahwa sel tanaman

mempunyai plastisitas atau kelenturan morfogenetik

melupakan suatu kondisi yang memungkinkan keberhasilan

kultur jaringan tanaman. Sepotong jr ngan tanaman bcrlrkrrr;rn

,l|rllirL l<ccil yang dikulturkan dapat tumbuh dan berkenrbang
rr.nj;rdi tanaman utuh. Dalam tubuh tanamall, perkembangan

I,lt v'loptnent) adalah fenonlena kompleks yang menunjukkan

llrlrrr gan dari perubahan bertahap pada karakter kualitatif
rL.rLrl) n kuantitatif pada tlansformasi zlgot menjadi tanaman

,1,.w.rs.. Perkembangan tanaman diciri]<an oleh pertambahan

,l,|||iln, bobot, terbentuknya struktur atau fungsi baru, dan/
.r1 rr llilangnya struktur clall fungsi lama pada sel, jafingan, atau

L,rjl,rD tanaman. Dengan demikian, perkembangan tanaman

,l rt),rl (lipandaDg sebagai proscs yang merupakan resultan dari

t,, r lUnrbuhan, diferensiasi, dan molfogenesis [Taji ef dl, 2002).

1\'r'tumbuhan tanaman adalah pertambahan ukumn
r.||r.r|lrD yang pcrmanen dan tidak dapat balik. Pada kultur sel

|| ,l)('n s i ataLl kultur kalus, misalnya, pengul<uran pertumbuhall
,lrt),rl dilakukan dengan mengukur pertarnbahan bobot per
' .,r||. r waktu tcrtcntu. Namun demikian, pada stadia lertentu,
,,il!)l \eg"r tanaman dapat berfluktuasi tergantung status

| . i, i. |l ,r ir jaringan Lanaman. Pada kondisi demikian, pengukLrran

t, .r l Ll| buhan tanamaD lebih baik dilakukan dengan mengukur
li,,l! )l lioriug tanaman. Pada tingkat sel, pertumbuhan tanarnan

Ir'rrrlrrrkarr hasil dari pembelahan sel rnitosis yang terus

oli lr l(alcna pembelahan sel mitosis selalu nenghasilkan
,lr .r L,l rrnal< identil( dengan sel induknya maka secala teori,
r., r,I r r,r n yirng dihasilkau dari pcrtumbuhan dan perkembangan

, , .tjl Il (bilgian tanaman yang dikulturkan in vitro) mempunyai
l,,r Llilr'fisfik silnra dengaD knrakter tanarnan induk dari mana

, 1,.1)l,rrr rlirrDbil. Walaupun dcmikian, dalam kenyataannya

I r, r.L li(,lrr'r,r1)lr ;rlirsllI, l)onyinrl)il111!D Ijcrrctik mungkin saja

t, rl.rlr l),r(lir Lrnirnril|r Ity.rr t,r':rsi hasil kultu t-jirr-irlgrn. licnonrcua



tersebut disebut dengan keragaman somaklonal llarkin dan
Scowcroft, 1981).

Diferensiasi adalah proses terspesialisasinya suatu sel
menjadi sel yang mempu[yai fungsi fisio]ogis, biokimia, atau
struktur berbeda dari sel asalnya. Contoh diferensiasi sel
adalah perubahan sel-sel meristematik pada titil< tumbuh
tanaman menjadi primordia daun atau batang atau infloresens
bunga. Pada tanaman, tidak seperti pertumbuhan yang bersifat
permanen dan tidak dapat balik, diferensiasi sel bersifat dapat
balil<. Jaringan tanaman yang sudah terdiferensiasi dapat
mengalami dediferensiasi lalu mengalami diferensiasi lagi.

Dediferensiasi adalah proses selulel di mana sel sel yang
sudah terdiferensiasi berubah atau kembali menjadi tidak
terdiferensiasi, kehilangan fungsi atau bentuk spesialnya,
dan sering kali menjadi meristematik. Dedifercnsiasi sering
kali berasosiasi dengan terbentuknya sekumpulan sel tidal<
terorganisasi yang disebut dengan kalus dafi eksplan berasal
dari organ tanaman rrg h Iy - cl iffer e nti dte d (sangatterdiferensiasi).

Morfogenesis adalah proses terjadinya suatu bentuk atau
struktur tumbuhan. Pada kasus kultur in yifro suatu eksplan,
mofogenesis dapat berarti proses terbentukya organ akar/
tunas forganogenesisJ atau proses terbentuknya embrio
(embriogenesis] secara adventifTde /'oyo [terbentuk baru].
Molfogelesis merupakan konsekuensi dari pertumbuhan dan
diferensiasi sel-sel somatik yang bermuara pada terbentuknya
struktur tertentu, yaitu organ (tunas/al<arl atau embIio.Ilustrasi
berikut menjelaskan betapa potongan bagian orgaD tanaman

[daun) (Gambar 3.1a,b] yang semula sudah terdiferensiasj,
dalam kultur ln yitro mengalami dediferensiasi [cambar 3.1c].
Kemudian, setelah ditransfer ke media dengan form lasi

|lr({lir baru mengalami morfogenesis membentuk organ tunas
l(i,I]lbar 3.1d]. Rangkaian peristiwa yaDg terwakili oleh cambar
i I ini juga mencerminkan sifat totipotensi dan plastisitas
rrt)rl{)genetik sel-sel daun yang dikulturkan.

r.,r ! rl,.r r :1. t Ilustrasi plastisitas morlogenetik pada jaringan rananlan.
{ )llriin (l:run yang [a] fi&hly .liffetentiated (bJ kerika dikutturl<an

l' | ,,'t ,i8,'limi dedircfcnsiasi nenlbcntLrk kalus Gtl lalu mengalami
dediicrcnsiasi nenjadi tunas adventif

M,'r llrg(. esis sebagai Suatu Proses perkelrrbangan, Terdiri
r l.r r | |l( lx'r'irpil l-ase Seluler yang Berurutan

l',r(lir slirt eksplrn mulai dikulturkan di medla dengan ZpT
r,rrI ri,rIirl ntcnginduksi terjadinya morfogenesis rle novo maka

tI i, ,,,,. \r'l lcr-ynng tefjadi dapat dibagi menjadi beberapa fase
l,,,ril,r,,.r l(,rl r-cslxrDs cksplan yang dikulturkan [Christianson &
W,I rr k, l')ll:l; (ihf istiiu)son, l9tlTl. Firsc pirlir)g awal adalah filse

lrrr'l||rlrrksi irtru tcrcapainyil l(ondisi l(ompeten pada sel-



sel eksplan. Kompetensi sel eksplan dapat diartikan sebagai

terjadinya dediferensiasi sel, namun tidak selalu diiringi oleh

terbentuknya kalus [Thorpe & Kumar, 1993].

Kompetensi eksplan juga dapat diartikan sebagai

l<cmarnpuan eksplan untuk mempersepsi [menerima) sinyal
hor-monal dari lingkungannya. Setelah eksplan kompeten
untLrk mempersepsi sinyal, fase selanjulnya adalah induksi.
Pacla fase ini diduga terjadi transduksi sinyal hormonal
yang berakibat pada penentuan nasib (determinasi) sel-sel

ekplan untuk mcmbcntuk struktur tertentu, misalnya organ

atau embrio. Selanjutnya, kumpulan sel eksplarl yang sudah

terdeterminasi mengalami fase berikutnya, yaitLl fase ekspresi
atau postinduksi, di mana primordia organ atau embrio sudah

terbentuk, baik secara langsung dari permukaan eksplan atau

sel selkalus.

Sinyal Horn!onal pada Morfogene$is

Pada tahun 1957, Folke Skoog dan Carlos Mille4 kelompok
ilmuwan penemu silokjnin darj Universitas Wisconsirl Amerika,
mempublikasikan hasil penelitian mereka yang mengen1ukakan

konsep pengontrolan secara hormonal pembentukan organ

forganogenesis) da]am kultur i,r vitro empulur tembakau. Dalam

artikel tersebut, yang sering disebut sebagai artikel klasik,
mereka melunjukkan bahwa pembentukan tunas dan akar
dari eksplan dikontrol oleh nisbah frasio] sitokinin/auksin dari
sistem kultur in vitr"o. Sebagaimana diilustrasikan pada Gambar

3.2, rasio sitokinin/auksin yangtinggi mendorongpembeltukan
tunas, tetapi menghambat pembentukan akaL sedangkan msio
sitokinin/auksin yang rendah nrendor-ong pembentukan akar,

tetapi menghalnbat pembentukan tunas. I{onscntrasi y:Irg

.., |lrl)rrg antara auksiD dan sitokinin dapat menyebabkafl

|, rrr lrc n tukaD kalus (Skoog & Miller 195 7 ). Konsep pengontrolan
,'rli,l|rogL'nesis oleh rasio sitokinin/aulGin tersebut terbukti
In,r l,rku cli banyak sistem kultur jaringan tanaman.

,.,"'l',r .i.2 Teori klasik pengaturan pembentukan tunas, akar, dan kalus
t, ,,1.r ,.1,!plan yans dikontrol oleh rasio sitokinin/auksin [Skoog & Miller

19s7 )

lirlol{inin adalah salah satu kelas Zat Pengatur Tumbuh

i/l'l )y.lng mcrangsang pembelahan sel atau sitokinesis. Fungsi
I rr)l()ltis sitokinin selaiD mer.angsangpembelahansel,terutama
1, rlrl),rl (lalam proses pertumbuhan maupun diferensiasi sel,

\.rLt||,rrtagonistik terhadap dominansi apikal, merangsang

lr.r.rlr sckaligus tumbuhnya mata tunas aksilal merangsang

1,, rrlr{ |lluk:rn tunas adventif, menghambat seneseDs, dan
,,,,,Lrrrlil{,rlkan aktivitas sink. Sitokinin yang pertama kali
,IrIIrrrLrli,rI rrleh Irolke S1<oo& Carlos Miller, dan kawan kawannya

I' r,l r l,rlllln 1950 an a.lalah ki]r,etin ata| furfuryl amino-purine,
1r.,1]| .,( lryirwl derivat [turunan) adenin atau amino purin yang

,lr,lrt),rl (lirri (lcgradasi molekul DNA.

Allisir ildirlah salah satu kelas ZPT yang disitltesis oleh
l.rir.If,||r {li hr8irn meristematii(, yaitu ujung tunas dan ujung
rl, I l'rl;r li|lIll(;rl scl, rrrrksi scrara tunggal maupun bersama

,1, ll:.Ir .rl{)kir)ir lrcIpcIirn rlalarn I)cnrbchh:ln, l)cr}r:rnjangall,
,1.,r, | | | 

' 

, 
, 
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merangsang perlumbuhan batang, menenlukan dominansi
apikal, merangsang inisiasi akar, menghambat absisi,
merangsang pembentukan buah partenokarpi, meningkatkan
laju respirasi, dan merangsang terbentuknya kalus sekaligus
embrio somatik.

Skoog dan Miller (1957) menggunakan kineti]I. (furfuryl
omino purine) sebagai sitokinin dan indoleocetic dcid 0AAl
sebagai auksin pada penelitiannya. Sitokinin derivat adenin
selain kinetin yang dapat digunakan untuk merangsang
pembcnlul{an tlnas pada kultur jaringan tanaman adalah

benziladenin [BAJ, isopentenil adel1in (2-iP), dan zeatin. tenis
auksin yang lajn selain IAA yang efektivitasnya lebih kuat
daripada IAA adalah i? aphthaleneacetic ocid LN A,A), inclolebutyric
ocid llBA),2,4 dichlorophenoxyacetic acid [2,4-D], pikloram, dan

dikamba. Aul<sin-auksir yang lebih kuat efektivitasnya dadpada
IA tersebul, misalnya IBA atau NAA, umumnya digunakan
untuk memngsang pembentul<an akar atau bersamaan dengan

sitokinin untuk merangsanfl pembentLlkan kalus. Sedangkan

2,4-D, piklomm serta dikamba, sering kali digunakan untuk
mengilduksi kalus dan embriogenesis somatik.

Morfogenesis Tanaman /Il yifro Mensyaratkan
Ketersediaan Hara Eseusial, Suplai Energi, daE ZPl yang
Sesuai

Pada tahun 1962, Toshio Murashige dan Folke Skoog,

kelompol< peneliti yang secara konsisten melakukan penelitian
menggunakan sistenl kultur jaringan tanaman, rnemublikasikan
fbrmulasi media MS fMurashige dan Skoo& 1962). Dalam

formulasi yang disebut dengan formulasi revisi tersebut,
Murashige dan Skoog menggunakan semua lrara ntincral
nralo-o rn:rLlllun rnil(ro escnsial (N, B K, Cr, Mg, S, li', ll, N4n, Zn,

(Lr, (lo, Mo, dan CIJ pada konsentrasi yang merupakan revisi
l(rh:r(lap konsentrasi pada formulasi media [White, 1943J.

/r')(r.!s.ly yang digunakan adalah pertumbuhan kalus dari
,l(:.1)l.ln empulur bataDg tembakau cv Wisconsin 38. Artinya,
rl|rr1]an maupun tanpa suplemen 1g/l edamin, media MS

trrcrrghasilkan pertumbuhan kalus yang secara signifikan lebih
trrJilti dibandjngkan formulasi pembandingnya, yaitu White's
ILrlIi(]Dt solutjon (White, 1943] sebagai kontrol, Heller (1953),
N rl.,( h & Nitsch [1956J, dan Hiidebrandt et d/., [1946) sebagai

tri lrl),rnding lainnya. Hingga kini, formulasi MS terbukti sangat
i,rrrrk untuk pertumbuhan dan perkembangan berbagai jenis

t,rrr rrrrun yang dikulturkan in yifro.



Bab 4

Luboratorium Rukur
/aringan Tanaman:
Tasilitas dan Ruangan

l)claksanaan kultur jaringan tanaman untuk berbagai tujuan
trtctncrlukan sebuah laboratorium 0abJ kultur jaringan tanaman
yil g dilengkapi dengan berbagai alat dan bahan, baik bersifat
r,sr.r)sial atau tidak esensial. Sebuah lab kultur jaringan harus

tlrfrnpunyai beberapa ruangan beserta peralatan yang cukup

urllrk mengakomodasi dan memfasilitasi bebeEpa kegiatan,
ynllu:

| , l'ornbuatan larutan dan media kultur

2, ltnanganan dan ste.ilisasi eksplan.

ll, Itcnanaman eksplan dan subkultur.

4, l)cmeliharaan kultur.

li. ll'nyimpanan zat kimia dan media kultur.

6, Itcrtcucian, pengeringan, dan sterilisasi alat.

7, llLrirngdiskusiyangberfungsi untukpengamatan,pencatatan,
(llrrl pcngolahan data-

ll, l{Ulng kantor sebagai ruang untuk meja kerja dan tempat
rlcllyinpan barang-barang pribadi milik para mahasiswa/

l)('ncllti.

llllirngrn y0ng diperlukan oleh kebanyakan laboratorium
kultlrr J fhrgan ada beberapa, seperti penjelasan berikut.



i{ilnnq Prrsi:tpan Medii!

RLlangan ini digunakan unluk semua pekeriaan yang

berhubungan dengan pelnbuatan media kultul nleliputi

pencucian botol selGligus alat-alat gclas' sterilisasi peralatan

alaupLlD nledia kultut pcnanganan krrltur terkontaminasi'

penlbuntan akuades, dan peracikan media kultull Di dalam ruang

pcrsiapan mcdia pacla umunlnya dilctakkan Ienari penyimpan

botol maupun alat gelas, lemari pcnyimpan bahan-bahan

kinria, l-.mal i elau kollt:liner penyimpan bahan-bahan lain yang

diperlukan, kLrlkas penyimpan berbagai larutan stok dan lak

alat alat gelas. Di dalal11 ruang pclsiapan n]edia pada umumnya

juga diletal<kan aneka timbangan elektlik lclengan ketelitian 0,1

gram; 0,001 grarn; dnn 0,0001 gmml, pH mete\mQgneac stlrrer'

autoklal berbaliai alat Sclas Llntuk h'adah sekaligus pengukul-

larutan, kereta clorong, ovcn, kornpor, dan aneka panci untuk

nlendidihkaD mcdia.

Ibarat sebuah rumah, ruang pel-siapan media adalah dapur

tempat nleracik, memasab mencuci, dan menyimpan berbagai

alat alau bahan yang digunakan untul( rnemasak Biasanya di

ruangan ini terdapat baryak meia kerja [be,1ch] yaDg di atasnya

terdapat berb.igai peralataD untuk menimbang bahan kimia'

nengLlkur sekaligus membuat laautan, mcmasak, membagi

nedia ke botol botol kultur, dar scbagainya Meia kerja

dilengkapi dengan colokan listrik yang sering kali memerlukan

voltage stabilizer.

0leh kirrenaberbagai larutanyangdibuatmemerlukan banyak

akuades sebagai pelarut nlal(a distilator air sangat cliperlukan di

runngan ini. Pekel-jaan pcnanganan el(splan sebelun] disterilisasi

juga scring kali dilakukan di ruang pclsiaparr media jjka tidal<

'. r . 't .r ',r.,lrl"tI il,rl r . B 'i"li\li" l"' lr' rrrl'rlI IL I|' ||' i ||I

'.r rrr l,rnarran untuk cksplan nenerlukan Jink dengan keral
,r| t)l(lr karena itu, r'uang persiapa[ nedia harus di]cngkapi
,1, rli,rr l)cberapa Jink. Guna mempermudah pekerjaan, urutan

l,, , L.rl{irr) alat alat yang diperlukan scbajknya diatur sesuaj
L rL Ll|r lrckcrjaan. Ganlbar 4..1 ber.jkut adalah contoh ruang

1,'.r.,r r;rrr rr rrrcd ia d i labo ratorium kultur jaringan tanaman.

r .,,,, t,., r .l.l{ onl')l' r'rrrA p..siif.n nrcdir



Ruang 'l rilDsler

Iluang transfer merupakan tempat semua pekerjaan aseptlk'

yaitu sterilisasi eksplan, penanaman cksplan, dan subkultur'

llalam ruang ini harus tersedia semua peralatan labolatorjum

yang berfuDgsi untuk melaksanakan penanaman eksplan dan

subl(ultur yang menghasilkan kultur aseptik Peralatan yang

esensial adalah /dmin ar air flow cabinetmaupun alat-alat diseksi

steril [semua a]atyang digunakan uDtuk memegang' memotong'

dan mengiris eksplan atau bagian tanaman yang akan

disLrbl(ultur). Alat-aLat diseksi tersebut biasanya adalah pisau

skalpel, mata pisau bcdah, forsep atau pinset, gunting stdi'/ess

stee/, cawan petri, talena[, dan spatula sti]inless steel Beberapa

alat untul( mcrnbantu sterilisasi eksplan, seperti shdker dan

desikator yang terhubung clengan vacuum pump juga dapat

dilctakkan di ruang ini, cli samping laminar-air flow cabinet

Sebaiknya, di ruang transfer juga tersedia sebuah sink dengan

air keran yang lancar. Contoh ruang transfer dan pekerjaan yang

dilakukan di ruang transfer disajikan pada Gambar 4 2

Cambar 4.2 Contoh ruang transfer dan pekerjaanvang djlakukan di
.uangtransfer

rLr.rrl rlirl)al diatur menjadi 240-280C. Pengaturan suhu l-uang

l,,llllLl l)iirsnnya menggunakan Air Conditioner (AC)' Suatu hal

l', rl rrili LrDtuk menjaga agar ruangan inimempunyai kelembapan

1,, l,l rl;ru RH (Relative Hunidiqt) yang relatif rendah, yaitu

, l,rr,r 70rl4r tlltuk mencegah kontamilasi mikroorganisme

ll.rl rri karena kelembapan nisbi udara yang tinggi akan

rr' rrrlrr ong peningkatan populasi inokulum mikroorganisme

,lr ,l.rl,|lr ruangan tersebut. Kelembapan nisbi adalah ukuran

,rLrLrl( l mlah uap air yang terdapat di atmosfet Kelembapan

',',l,r rrrlrrgekspresikan rasio [risbah) antara iumlah uap air

\ 1|i| l|rlirpat di atmosfer saat itLl dengan jumlah uap air yang

r, r,l.rlrrrf di atnosfer tersebut pada saat jenuh Contoh ruang

l,,rltLrr rlisajihan pada Gambar 4 3

', L L i (1,'rrloli fuang kultur dengan pencahayaan lampu fluoresens
(l,tlr pongaluran suhu clenEan atr "nationer'

| 
,. , 

. | | r ' | , r ( I i r : r l l Iunng diskusi di laboratorium diperlukan untuk

! ,t,,1. Ir'|lrlislillsikrrrl hrsil pcnelitan, peftemuan rutin lab [1db

,', , /,/,,/). rr'lr,rl rrrirrLrrrr lirrpi, rrrekarr si:rllg, drn lnin-lain'
l{tnng Kulttlr

Ruang kultllr atau rllang inkubasi kulttlr adalah sebuah

r.lang yang berisi mk-rak tempat meletal<kan kulnlll Ruang ini

bisr A{lirp l{Jtal ;rliltl (lcnglrrl pcrrct-angan lll)rplr llllr)r't scns Stlhu



Ruang Kantor

Ruangan ini berfungsi sebagai tempat semua pekeria

laboratorium menyimpan peralatan yangtidak digunakan untLlk

pekerjaan kultur jaringan tanaman, misalnya alat_alat tulis,

jaket, tas, dan lain-lain. Ruangini jugaberfungsi ulltuhpekeriaan

yang berhubungan dengan adnjnistrasi, pencatatan keglatan,

penulisan laporan, analisis data, dan sebagainya Apabila tidak

tersedia ruang khusus untuk makan maupun minum maka ruang

kantor dapat digunakan merangkap tempat beristirahat, makan,

dan mjnum. Perlu diingat bahwa semua ruangan laboratorium

adalah bebas asaP rokok.

llrrang Silrrpail

Ruang ini sifatnya opsional karena bisa bergabLlng delgan

rudng peisiapdn medid. SesLl.ri denBJn llamJnya ruang cimpan

berfungsi untuk menyimpan bahan kimia dan/atau alat dengan

jumlah sangat banyak, seperti botol kultur yang sudah dicuci,

dikeringkan, serta siap digunakan untuk pembuatan media

Bahan ldmia dapat disimpan di lemari besi, sedangkan berbagai

larufan stok disimpaD di lemari belpendjngin Keduanya dapat

diletakkan di ruang persiapan media [Gambar 4 4J.

r,.,"'l,.rf a.4 Penyimpanan bahan kimia di ienlari dan larutan stok Lli

l, | .' I bprp"nu'ngrn vJr S dil(rdlkJn di fudnh fPr.i rodn

llI.||rg (:llci

l{Lr,rnl ini berfungsi untuk kegiatan pencucian alat alat gelas

il.rrr I'r,tol botol kultur. Di samping sirk besar dengan air keran

l.rr.I; (l;rl;In ruang ini biasanya terdapat bak-bak atau ember

t'l r,.trli u tLrk rnerendam botol-botol yang dicuci. Ruang ini

l,r.rr l|ry,r iLrgir (lilengkapi clengan autoklaf untuk menstefilkan

1,,,r, 'l l!,r isi kultur terkontaminasi yang hendak dicuci. Pencucian

1,,,1,,1 liUlluI dari kontaminan harus dilakukan sebersih

l,i,r',rlrryl l(rfena sisa media terl<ontaminasi yang menempel di

lr, ri, I li||llrr' (lalat menjadi sumber l<ontami[an bagi ku]tlLr.

l! r,,r'iil|l botol yrng bcrisi media terkontaminasi dimulai

,1, r,t.rr |lr( nstcrilkan botol dan media terkontaminasi

l, rrrl,||r, rrcnrl)uang media lama pada saat masih panas

'l il,,||1,||r scgcr-. rnercndanl botol dalam air detergen lantas

,,r rf l, rt|ly.l lliDggir befsih tanpa mcninggaikan sedikit pun

.r ..r l|r, ilr I v.l|rlt rDcDcrnpel pnda botol. Setelah itu, botol dibilas

,1, rr1l.rrr .rir l)r,r'rih (Lrrr ditirisknn. Sctellh botol kering, botol

,l, rll |l\r,r rlilulot) (lorglrr Plirsfil{ l:rlu distcrilkan lagi dengan



autoklal Autoklafyang digunakan untuk menste lkan alat-alat

gelas dan botol kultur biasanya bukan yang digunakan untuk

mensterilkan media l<ultur
Bab 5

r't,,t,'ltrr ?tandar
t l,' k t rj ct C! faboratoriuni

l'r'Lrl(sanaan teknik kultur jaringan tanaman memerlukan

lr,lr,liliru, kebersihan, dan pengukuran yang akurat dalam

l1r,rlr,r8iri tahapan. Misahya, mulai dari persiapan eksplan yang

,rk,rr (litilnam, pembuatan media kultul penanaman eksplan,

rrlrkullllr; hingga akiimatisasj. Khusus untuk pembuatan

rrrr,rlr,r kLrltur, penimbangan maupun pengukuran larutan harus

rltl.rkukiln dengan teliti dan akurat. Beberapa prosedur standar
l|rll|k l)ckcr-ja di laboratorium yang perlu dipahami, yaitu

lr.,rl|lrl)irrgan senyawa kimia, pembuatan sekaligus pengukuran

!,IlIrrI l,Ir'lrtan, l<onsepkonsentlasi laruta11termasuksatuannya,

rl,rrr r ,rr'.r lrcl:rrutan Zat Pengatur Tumbuh [ZPT) yang sering kali
llrl,lk l,|| 1rl ilirl

ll..rlrrh. tgitn Senyawa Kimia

lr,rl.|l|l l]( rnbu:rlan media kultut semua komponen media

lrr,r lrr rlttrrrrlr:rrrg dongan benar dan teliti untuk dijadikan larutan.
lllr.lr li 

'| 
r'|l,r illr, timbang.in dengan ti[gkat ketelitian yang sesuai

'.urfl.rt rlrln'r-lrrkan. lcnis timbangan yang sering tligunakan
*l.tl,tlt tqt lrxnlinllalectrical balonce dengan ketelitian 0,1 gram

llrrll|l, IrIr,||LIrIIriI lj scnyawa kinlia dengan ukuran gram, seperti
-rrir .,,r, ,rl|rr ,rllilr; l)cpton, tripton, ataLr pr.rpul< NPK lengkap
y. ry1 rltllrrrr,rk,rI scl)irljli l(orJrl]onen nutfisi nrcclia l<ultur: Pacla



kebanyaka[ komponen, media yang djperlukan dalam jumlah

ratusan miligram, puluhan miligram, dan miligram maka

diperlukan timbangan analihk delgan tingkat ketelitian 0,0001 g

atau 0,1 mg. Timbangan sebaiknya diletakkan di permukaan

datar, keras, stabil, dan tidak bergoyang goyang atau bergerak-

gerak. Areal di sekitar timbangan harus bersih dan cukup lapang

untuk meletakl<an bahan kimia yang hendak ditimbang.

Setiap pcngguna timbangan harus mengel'li cara

penggunaannya maka sangat dianiurkan untult nlemlraca

manLlalnya. Beberapa hal penting dalam petunjui( umum

penggunaan limbangan adalah:

1. jangan memindah mind.lhkan letak timbangan

2. Cek posisi gelembung penunjuk kesejmbangan dan posisil(an

di bagian tengah.

3. Nyalakan tombol power dan tLlnggu beberapa saat hingga

timbangan si:lp digunakan.

4. Posisikan timbaDgan pada ukuran nol dengan menckal

tombol'f.rre' setiap akan menimbang

5. Letakkan weighting bodt atatt alas penimballg [kertas alau

plastik] lalu kembaii tekan tombol 'rdre'.

6. Berikutnya, ciengan hati-hati, menggunakan spatula, letakkan

bahan kimia yang ditimbang ke atas alas penimbang

Usahakan jangan tercecer dan meletakkan bahan kimia

terlalu berlebih. Apabila bahan kimia yang ditimbang

terlanjur berlebih, pengambilan kembali harus dilakukan

dengan hati hati agar bahan kimia tidak tercecer.

7. Perhatikanbenar-be11arbahwaangkapadacountertimbangan

adalah sesuai dengan jumlah y.lng ingin Anda tinlbang'

Misalnya, pada limbangan analiLil< yaDg bcfkclelitian

(l,l){)01 gram, jika Anda menimbang suatu bahan kirrria
,,r'jurrlah 500 mg maka posisi counter adalah 0,5000 gram

il,rrr l)ul(an 0,0500 gram. Kesalahan dalam membaca angka

l),r(llr cdunr€r" timbangan dapat berakibat terlalu rendah atau

t(,r l.rlLr tingginya jumlah bahan kimia yang ditimbang.

ll :;r'lol,rh penimbangan selesai, tekan kembali tombol'taj"e'
|l|llUk menyetel pada posisr nol.

'r lJi isilrkan timbangan dengan hati-hati dari bahan kimia
y, rJ rll l0fcecer.

I i 'rl)r.rl.rrr (li|n Pengukuran Volunle l,arutan

tiL||r,l nrernbuat media kultur diperlukaD pembuatan dan

l,,.rllrrliU|iln larutan berbagai bahan kimia komponennya.

ll.rlr.l|r l,,rhirI1 kilnia komponen media umumnya berbentuk
l,!rl,irlt l)il(litan yang larut dalam air maupun tak Iarut air.

l'rl,r l) rlril|l l(imia yang larut ait bahan kimia ditimbang sesuai

'l'.r1|,Ir li(lrutuhannya Ialu dimasukkan ke dalam gelas piala

l,, r r',r .rkl|irdcs di volurne tertentu yang lebih kecil dari volume
rl,lrrr r1,rrr r lr.rduk hingga homogen []arulan jelnih, tidak terdapat

, ||,lrti,1|l). Sctclah itu, larutan ditera menjadi volume akhir
,1, r11.rrr rrrr,rrrrrbehl<an akuades. Tabel 5.1 b eril<ut adalah sistem

I rLr.r r 1,, rl!)1, slrDbol, dan nLlai relatifnya yang sering digunakan
,l 'l ,,i, l,, rl) irlrI ntcdia kultul jaringaf

|', I r I I L | | i r r | 
' 
; | | l volurrc larutan dil.lkukan menggunakan gelas

!l.rr .rt Ir l,rl)Lr ukLrr. (;Llna nengaduk larutan dapat digunakan

1"rrllrrlfli1qr,l,rs,rl;rLrr))ollncritsLirrer.Pengukuranlarutandalam
,,,lfrlr, .,rlrIt,rl kct'il (0,01 hinggJ I ml) digunal<an micropipet.

ll, !rl Lrlri!.r. UItIli rJr( ngLrl(0r volunrc'lir-Lrtrr I ml hingga 25 m1

,lrt,,l , | | , ' | | | | r I i , r I r IriI(.1 
't{ 

l;rs irtru Bclas ukur kccil. Ircrlu diingat



bahwa gelas piala dan labu erlenmeyer tidak dapat digunakan

Llntuk mengukur volume larutan secara akurat

'ii:i-.f! 5.1 Sistem satuan bobot, simbol, dan nilainya dalanr gran

Satuan Simbol Nilai Relatif dalam Gram

l(onsentrasi suatu senyawa kimia adalah jumlah zat tersebut

I'r.f satuanvolume (bobotpervolume) zatpelarutatau persatuan
lx)hot [bobot/bobot] zat pembawanya. Contoh konsentmsi
lrol)ot per volume adalah mg/ml, mg/I, atau g/1. Konsentrasi
', r l.fl u senyawa dalam bobot per volume (at a\ weight per volume)
rl.'prt juga disebutkan dalam satuan ppm atau part per million
{1,/!, irtau w/v), artinya satu per sejuta ataupun persen [% b/v
,rl rr Lh w/v) yang artinya satu per seratus.

S( l)agai contoh, l ppm mioinositol = 1 mg mioinositol per
lll ( r,rir dan 270 sukrosa = 20 gram sukrosa per liter air. Apabila
lr,rlr,l|r yang digunakan dan pelarutnya berupa cairan maka
',,rlu,rr I(onsentrasi adalah volume/volume [v/v], misalnya
I ',1) rr I lir kelapa per liter air atau 157o air l<elapa. Aftinya, 150
Irl ,||r kcl;rpa ditambahkan ke 850 mlair. Dalaln suatu campuran
1,,,r l,i,rlLrl( bubuk dengan pembawa yang juga berbentuk bubuk
(/,,'ll1/,r'r)ixrure], konsentrasi adalah jumlah zat [da]am gram
,rr Ir ,,,rl ilr bobot lain) per satuan bobot zat pembawa. Contoh
| ,r1t,rr,r1r yirng mcnggunakan konsentrasi bobot/bobot [b/b]
., lr, rtr iDi nrisalnya bubuk auksin dalam talc yang digunakan

'||rrI r{ l'r.firIllls:tng aKar.

I r' 
',1.'r! {l.rlrnt l{ouscnlrasi MolaI
l\rr',r,r1r,tsi l:lruL:tn sLtatu zat dalam satuan molar sefing

l.rlt l,.lrlr (lisukiri (libandingkan dengan konsentrasi bobot
t!' | \,,|||lr( jik.l dihLtt)ungkan dengan efektivitas senyawa
I l||rl r l,,r!r'lIrl. llirl irri kafena l(onsentrasi dalam satuan molar
i,r, r | | I 

. I r | , | | L I r I i i||1i l)('rilIa banyak julnah molekul dalarn larutan
r, r' l,Lrl, ., (l,||rllkirIl('laktivitirssllafusenyawal<ilrliaberbanding

lrrr rL ,l,.rr1i.rr tllrl,rlr rrok kul (lillitnl l.rl ufitn tcrscbut.

Kilogmm
Gram

Centigram

Miligram

Mikrogram

uunce

Pound

kg
g

cg

mg
pg

oz

ID

1000 gram

1 gram

0,1gram

0,001gran
0,000001gram

28,3 gram

454 gram

Dengan demikian, maka:

1 kg = 1000 gram = 1000000 mg; 1 g = 1000 mg

l gram = 1000 mg = 1000000 pg; 1 mg = 1000 Fg

Satuan volume:

Iiter 0J, mililiter [ml = cc], dan mikroljter Ipl]

Konsentrasi Larntan dan Satuannya

Semua komponen media kultur harus tersedia dalam

bentuk larutan. iadi, konsep konsentrasi sangat penting Pada

larutan, konsentrasi adalah jumlah zat per satuan volume

pelarut fsolvent). Satuan konsentrasi, misalnya g/1, mg/I, persen

volume [% b/v;% v/vJ, persen berat [o/0 b/bJ, M [molar], mM

[milimolar], dan prM (mikromolarl.



Satu l]lolar suatu zat dalanl lartltan sama dengal1 scjlllDllh
bobot molekul zat tersebut dalal! gram per liter larutaD. Oleh

karcna itu, bobot molekul beberapa zat pengatur tumbuh

yang sering digLLnakan dalam kultur jariDgan [Tabel 5.2] perlu

diketahui untuk membuat larutan dalam konsentrasi molar.

Di dalam satuliterlarutan zatyangberbentukmolekul dengan

konsentrasi 1 mol per liter (1Ml terdapat sejumlah bilangan

Avogadro, (yajtu 6,0221,41,99 x 10'?31 molekul zat tersebut.
jadi, dalam satu liter larutan benziiadenin berkonsentrasi

1M terdapat 6,0221,4\99 x 10'z3 molekul be[ziladeDin. Begitu

juga dalam l liter larutan kinetin belkonsentrasi 1M terdapat

6,02274199 x 1013 molekul kinetin. Akan fetapi, jumlah molekul

be[ziladenin dalam 1mg/l benziladenin tidak sama dengan

jumlah molekul kinetin dalam 1mg/l kinetin. Hal ini karena

bobot molekul benziladenin dan kineth tidak sama.

1 M = 1 molar= 1 mol/l=bobotnolekul [BM) gzatll Iarutan

1M = 1000rrlM; 1mM = l milimolar= l mmol/l= 0,001 M.

1mM = 1000 ttM; 1gM = 0,001 mM = 0,000001N{.

jadi:

1 mM benziiadenin = 225,2 mg BA/l larutan

1 mM kinetin = 215 mg kinetin/l larutan

1 mM thidiazuron = 220 mg thidiazuron /l larutan

Contoh penghitungan larutan dalam konsentrasi molar:

1. Bobot molekulkinetin - 215.

Jadi, 1 M kinetin adalah 215 g kinetin/liter larutan.

1 mM kinetin = 1/1000 M = 215 mg kinetin/liter larutan.

1 FM kinetin = 1/1000 mM = 0,215 mg kinetin/liter larutan.

5a *kultur 1&ringan
P'ds€du, sr!hdor Beke4d di robo'dro'iuh + 51

li,'l),,1 rrolckul (lil\4) l)cDZih(lcni (llAl= 225,:J

I N4 llA = 225,3 I Bn pcr litcr laluLan.

I rrrM IJA = 1/1000 M = 225,:l l]lg BA per liter larutan.

I M IJA = 1/1000mM = 225 EBAatao0,225mgBAperlirer
,||1rl, ).

r.,tr.tJ..r Eobot moleLul beilerapa ZpT (grnm/mou

Nama Zat Pengatur Tumbuh
Bobot Molekul

tBMl g/mol

| ,, '..1,r.r,"(BAl=bFnTvl-n,.rot' n, IFAP]
l\ Li,' L 1r (lLrffuryl amino purinel
l, ,t,,.i,rl!,nyladenine [2 iP]

' I rl , lrlofophenoxyacetic acid [2,4 D)

' r.', I I ir h lorophenoxyacelic acjd (2,4,5{)

.,t'l,r lr,rlcneacetic acid INAA]
1,,,,,1( .l butyric acid []BA)
rr, L'l, r.ctic acid 0AAJ

, , rl,l,,.r .lic a.id IGA:]J

225,2

215

203,2

279

220

221

225,5

146,2

203,2

175,2

264
:164,4

h,)l|!r'r'!i Konsentr.tsi lvlolar meniadi mg/l atau Sebalil(nya
(iUna mengonversi konsentrasi suatu senyawa kimia

1l,rl,rrr satuan molar meDjadi mg/l atau sebaliknya, harus
rLrlitlahui bobot molekul senyawa tersebut. Setelah itu dibuat

Ix |l'llliLungannya, misahya pada contoh berikul:



1 BM BA sama dengan berapa mg/]?

1 mg/l BA sarna dengan berapa pM?

1 FM IAA sama dengan berapa mg/]?

1mg/l IAA sama dengan berapa pM?

Cam penghitungannya adalah sebagai berikut:

Bobot moiekul BA adalah 225,3

1M BA = 225,3 gram/l

1 mM BA = 1000 FM = 225,3 mg/l

I pM BA = 0,2253 mg/l

7 ng/\ BA = 7000/22s,3 pM = 4,44 [M

Bobot molel<ul IAA adalah 175,2

1 M IAA = 175,2 C/l maka

1 nrM IAA = 1000 FM = 175,2 mC/l

1 FM IAA = 0,1752 mg/l; 1 mg/l IAA = 1000 /175,2 ttM = 5,7 ptM

Cara Melarutkan Zat Pengatur Tumboh (ZPT)

Kebanyakar ZPT tidaklarut dalam air sehingga memerlukan
cara khusus untuk melarutkannya. Sitokinin yaflg struktur
kimianya merupakan defivat adenin, misalnya benziladenin

[BA), kinetin, 2-iq dan zeatin bersifat basa. Jadi, untuk
melarutkannya diperlukan asam, misalnya HCI 1N. Auksin,

misalnya indoleacetic ocid UAA); naphthalenedcefic acid (NAA);

indolpbut yt it uricl llBAl'. ddn'.4 d i.hlorophenoryarct i. arid 12,4 -

D maupundicambo) bereaksi asam sehingga untuk pelarutannya

diperlukan basa, misalnya NaOH 1N atau KOH 1N. Caranya,

sitokinin ya[g te]ah ditimbang dibefi beberapa tetes HCl. Auksin

52 * ]<altur Jainqan i,: :,t ,)-,,. ?,.,.ii,

y rrrli ,rrrl,rh rlitirrrl)iltrg (ljbc.i bcbcrapa tcfcs NaOIl. Kenludian,
.'.r,,l.tlt l) l) k 71)'l terbrsrhi scntUanyn olell asanl atau basa,
t.r rilr.rlrk,l|r irkltadcs samp.li volunle yang ditetapkan. jumlah HCI
,rl.fr N,rOll yilng dibutuhkan kurang lcbih sama molaritasnya
, l, rr|,rr k{) seDtlasi sitolduinatauauksinyang(libuat. Berikutnya,
,1rr1i.rL rrlc ry' thunb, N4urashigc [1989-komunikasi pribadj)

rir'.ry,l|,l|rkirD untul( rnelarutkan setiap 10 mg sitokinin dengan

t',rl||rli l)irnyal( 0,:J lnl HCI 1N. Demil<ian juga untuk melarutkan
.,rL.rt, l0 nUl auksin dibutuhkan paling banyak 0,3 ml KOHatau
f.r.rr )ll lN, sebelum ditera pada volume yang ditetapkan dengan
rrr, f,rrrrbrrhkan al<uades. cuna melarutkan thidiazuron ITDZJ
1 rrrli rrrr,r'upakan derivat fenil urea dapat digunakan NaOH. Di
,.lrllllirllt itu, pelarut organik dimethyl suvoxide (DMSOI juga

,l, rlr, rt (iillunakan untuk melarutkan, baikauksin maupun semua
l, rrr . ,llr)kinin.

ll,,rikut adalah coDtoh membuat larutan ZpT yang bersifat
l, r., r. rrsalnya larutan benziladenin IBA) pada konsentrasi 100
rrl/I { 100 ppmJ. Apabila larutan yang dibuat sebanyak S00 ml
rr.rl,.r J)r1)ieduanya adalah sebagai berikut:

I lir rt)kan gelas piala berkapasitas 500 ml, akuades, HCI 1N,

lr,l)Aaduk geias atau magnetic stiter, danlabu ukur 500 ml.

,' l rlrbang 50 mg BA menggunakan timbangan analitik.
I N4,rsukkan BA ke dalam gelas piala. Tempatkan BA pada satu

'. :,i gelas. Usahakan agar bubuk BA tidak terseban

I li l('si bubuk BA dengan HCI 1N. cuna melarutkan 50 mg BA,

lrDrllh HCI yang diteteskan maksimum 5 x 0,3 ml = 1,S ml.
llrrlrrrk BA dan HCl diaduk rata hingga semua BA terbasahi
rlr,lgan HCL

, ll|lrrbahkan akuades dan tera hingga 500 ml menggunakan
l.rlrr ukur lalu aduk larutan BA sampai homogen.

Prosedor sronddr reke.jo di Loborotonum + 53



Cam yang sama dapat digunakan untul< nlelitrLrtkilr) rul(sin.
Namun demikiall, karena auksin belsifat asam ntaka sebelLlm

diberi akuades, bubuk auksin dibasahi dulu dengan NaOH ataLr

KOH 1N. ladi, misalkan Anda akan membuat larutan IBA pada

konsentrasi 200 mg/l sebanyak 500 ml, calanya adalah sebagai

berikut:

1. Siapkan gelas piala berkapasitas 500 rnl, akuades, NaOH atau

KOH 1N, pengaduk ge)as atar\ malt netic stirrer, dan labu ukur
500 ml.

2. Timbang 100 mg IBA menggunakan timbangan analitik.
MasukkaD IBA ke dalam gelas piala. Tempatkan IBA pada

satu sisi gelas. Usahakan agar bubuk BA tidak tersebar.

3. Tetesi bubul< IBA dengan NaoH 1N. cuna melarutkan 100 mg
IBA, jumlah NaOH yang diteteskan maksimum 10 x 0,3 ml =
3 ml.

4. Bubuk IBA dan NaOH diaduk rata hingga semua IBA
terbasahi dengan NaOH. Tambahl<an akuades dan tera
hingga 500 rnl menggunakan labu ukur, lalu aduk larutan
IBA salnpai honlogen.

Perhatikan bahwa untuk membuat larutaD 100 mg/l BA

sebanyak 500 ml, banyaknya BA yang ditimbang adalah 50 mg.

Semenlara itu, untuk membuat larutan 200 mg/l IBA sebanyak

500 ml banyaknya IBA yang ditimbang adalah 100 mg.
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i',,/rt t(er:lenerssl prj,Crj :

l, trlttrr Tanumst ]n ?/iira ,

ll'f ,r f {r'gcDerasi Tana'Jlan I n Vitro

l),rl;rrn teknik kultur jaringan tanaman, sebuah potongan

1,IiIJiirn atau organ tanaman yal1g lazim disebut eksplan
rllrr lgkinkan untuk dapat tumbuh, berkembang, dan
rrrr,rrl1;rlami regenemsi menjadi tanaman utuh. Eksplan adalah
lr,rllr l tanaman yang digunakan untuk memulai suatu kultur
I l(,,|)l,rll dapat berupa potongan batang berbuku, mefistem,
l',rtir,rrr rizom/bonggol bermata tunas, atau bagian-bagian organ

f l|rll lidak mempunyai mata tunas [misalnya potongan daun,
l,Irltkii daun,-ujung akat kotiledon, lnfernode (ruasJ batang,
rl,lr scbagainya]. Pola regenerasi yang dialami oleh eksplan
r||luli tumbuh dan berkembang menjadi tanaman utuh dapat
r r,l,r lu r beberapa cara, yajtu percabangan tunas aksilar faxi1lory
I't'tnthing), lrultur tLrnas tunggal dari buku [nodal cu?fure),

' 
rr ll.rrrogenesis, dan embriogenesis somatik.

I', r , irbirngan Tunas Aksilar dan Kultur Tunas Tunggal

ll) li legenerasi tanaman melalui kedua cara ini mempunyai
1,,.,, I ran, yaitu dalam hal penggunaan eksplan berbuku (nodal
, \/)r,rts.l yang sebelumnya sudah memiliki mata tunas aksilar.
l',ril,r pola regenerasi percabangan tunas aksilal pengultural1
,l rrrjl|kan untuk merangsang pecah dan tumbuhnya mata



tunas menjadi tunas-tunas majemuk atau bcrupa tunas

tunggal. t1&ster tunas majemuk dapat dipisah-pisah menjadi
individu eksplan baru untuk disubkultur, artinya dibiakkan
menjadi cluster tunas majemuk baru pada periode pelgu]turan
berikutnya sampai jumlah yang diinginkan tercapai. Selanjutnya,

tunas-tunas tersebut dapal diakarkan fmenjadi planlet] dan
diaklimatisasi menjadi bibit yang siap tanam [Gambar 6.1).

Contoh perbanyakan in vitro dengan pola regenerasi ini untuk
pisang ambon kuning pisang tanduh dan raja bulu dilaporkan
oieh Hapsoro et o/., 1201.0,2017).

Gambar 6.1 Percabangan tunas aksilar nelalui pembentukan tunas
majemuk: a. eksplan primerj b. tunas majemuk; c. subkultur tunas
yang dipotong untuk el(splan baru' d. tunas tunas majemuk barlr

untuk subkultur berikutnyaj e. diakarkan untuk mendapatkan planletj
f. aklimatisasi planlet; g. lribit pisang siap tanam dalam jumlah banyak

Pada kultur tunas tunggal dari eksplan potongan batang
sdtu buku, lunds-lunas lunggal dapdt diporong-potong mpnjadi

eksplan satu buku untuk disubkultur dan tumbuh menjadi tunas
tunggal baru yang terdi.i dari beberapa buku. Tunas-tunas

LunggJl lcr.cbu( Lldpal drgunakan lagi sebagai eksplan pada

periode pengulturan berikutnya, sampai jumlah tunas yang
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rlri|llli|lkiur tcfcapili. Scllnjuhlya, tunes dnprL diakarkan dnn
rlr,rklirnrLisasi nrcnjacli bibit siap tanam IGanlbar 6.2).

t;t\tnb^r 6.2 Nodal cultuJ"e: a. kultur eksplan saru bukuj b. tunas tunas
l'rnggalyangrnempunyai beberapa buku; c & d tlrnas dipotong porong
n)cnjaclieksplan bam; e. eksplan tumbuh menjadi runas-tunas tunggal

yangbafuj t tunas diakarkan sekaligus diaklimatisasij g. bibityang

- seragam

Kombinasi kedua cara ini masih disebut sebagai percabangan
lunas lateral apabila el<splan potongan batang satu buku
|llcnghasilkan tulas majemuk yang masing-masing tunasnya
Irernpunyai beberapa buku. Masing-masing tunas pada c/uster
lLrnas majemuk dapat dipotong-potong menjadi eksplan satu
1)0ku yang apabila disubkultur nantinya masing-masing eksplan
,rkan tumbuh dan berkembang menjadi c/u.rter tunas majemuk
l).u'u. Selanjutnya, jika diperlukan bibitmakasubkulturdilakukal1
lic media pengakarar sehingga hasilnya adalah planlet, bukan
r'lr.efertunas majemuk. Plantlet diaklimatisasi sehingga menjadi
l)ibit bibityang siap tanam lcambar 6.3J. Contoh pola regenemsi



cirra iDi dilap{)fkan oleil yusnjta et ( ., (20I0) !Dtl'k A thuriutrl
plowtnanii serta Hapsoro et at., ('1995), Hapsoro Llan yusDita
[1993, 1997J untuk tanaman vani]i.

. cambar 6.3 Kultu r d'r rr&riun den gan pota regen erasi percabanga D

"tunas 
aksila fr a. ree.rinq sebagai sLrmber;ksptan; b. kulrur eksplan-saiubukL'j c.lunas ma;emuk dad eksplan satu buku; d. 

"k.p1"" 
*r"l;d;:;tsenap rlnas majemukj e. kuttur tunas majemui<; I 

"*rpf", ""t,, 
fr"tr'untuk diakarkan menjadi ptanletj e. pianler yang stap aiaUtmafisas;

h. aklimatisasi planlet

Metode perbanyakan tanaman L vlrro dengan pola regenerasi
percabangan tunas aksjlarsaatiDi paljngbanyakdigunal<anuntuk
menghasilka[ bjbit true-tu-qrpe. Alasannya karena tanaman
reg€neran berasaldari mata tunas yang sudah ada pada eksplan,
walaupun sering kali menghasilkan rasto perbanyakan lebih
rendah dibandingkal1 dengan organogenesis dan embriogenesis
somatik. Prinsipnya, eksplan yang sebelumnya sudah memiliki
mata tunas dikulturkan di medja dengan mengandung sitokinin
untuk merangsangpecah dan tumbuhnya mara tunas. Kemudian,
lunas tunas baru vang lerbpnluk disubkultur berulang_ulang
hinggadidapatkan sejumlah tunas dengan jumlah baDyak. Tunas
dapat diakarkan menjadi pianlet lalu diaklimatisasi.
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()r'Bllr(Jllcncsis Idalah proses l)eDrbentukan olgan tanalnan,
'.,,1)r'fli tunas, al(at atau bunga secara a.1e novo {terbentuk baru)
rl,l|i jifingan cksplan yang sebelumnya fidak bermeristem
(l;( lrwafz and Beaty, 2000). Pembentukan tunas tunas adventif

t),r(lir organogenesis dapat terjadi secara langsung dari
tr( nrukaan jaringan cksplan atau secara tidak langsung dengan
rlr(l.lhului tcrbentuknya kalus pada permukaall eksp]an.

lrada perbanyakan in vitro tanaman, pola regenerasi dengan
,,l|:r organogenesis lazimnya dimulai dengan pembentukan
I|||l.s tunas adventiflalu diikuti dengan pengakaran tunas untuk
||r('lnbentuk planlet. Selanjut[ya, p]anlet dapat diaklimatisasi
rl.rn dipelihara hingga bibit siap ditanam di lapangan. Secara

lr,bih detail, proses pertumbuhan sekaligus perkembangan
r,ksplan menjadi tunas adventif dan belbagai faktor yang

nrcmengaruhinya diulas secara khusus pada Bab 10.

li|lr llriogenesis Somatik

Embriogenesis somatik adalah proses pembentukan embrio
\acara de novo fterbentuk baru) dari jaringan eksp]an yang

sobelumnya tidak bermeristem. Embrio yallg terbentuk disebut
rlengan embrio somatik karena berasal dari sel-sel somatik
cksplan. Perhbentukan embrio somatik secara adventif dapal
tcfjadi secara langsung dari permukaan jaringan eksplan atau
secara tidak langsung dengan didahului terbentuklya kalus
pada permukaan eksplan. Selanjutnya, embrio somatik dapat
dikecambahkan atau dirangsang untuk tumbuh sekaligus
herkembang menjadi planlet yang dapat diaklimatisasi dan
dipelihara hingga bibit siap ditanam di lapangan. Secara lebih
detail, proses embrjogenesis somatik daD berbagai faktor yang

rnemengaruhinya diulas secara khusus pada Bab 11.
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Tahapan Perbanryakan
'lunaman Jn Titro

Perbanyakan tanaman in yifro merupakan rangkaian proses

ynngterdiri dari lima tahap berurutan, yaituberawal dari seleksi

tanaman induk sumber eksplan, berakhir dengan aklimatisasi
plantlet untuk produksi bibit. Tahap paling awal disebutTahap 0,

yaitu pemilihan dan penanganan tanaman induk. Disebut Tahap

0 karena proses pengulturan belum dimulai. Sesuai kesepakatan

para pakar penellti kultur jaringan, tahap inl dianggap sangat
penting darl metupakan sa]ah satu penentu bagi keberhasilan
tahap-tahap berikutnya. Selanjutnya, Tahap 1 adalah culture
establishment, Tahap ll adalah perbanyakan propagul in vitro,
Tahap III adalah pemanjangan tunas sel<aligxs pengakaran, dan

Tahap IV adalah aklimatisasi Dlanlet.

'lhhap 0: Pemilihan dan Pena[ganan Tanaman lnduk
Setiap pengulturan tanaman in yitro berawal dari eksplan.

Eksplan adalah bagian kecil organ atau jaringan tanaman yang

digunakan untuk memulai pengulturan awal. Eksplan yang

bemsal dari tanaman induk dan dikulturkan pertama kali lazim
disebut eksplan pdmer Kemudian, agar kulturjaringan tanaman

berhasil, beberapa aspek yang perlu mendapat perhatian dari
pemilihan eksplan sebagai bahan tanaman awal pengulturan

adalah kesehatan tanaman induk, bagian tanaman mana yang



digu akaD scbagai eksplaD, urnul fisiologj clan Llt)sul-olllogrt)etil{
lanaman induk, ukuran eksplan, dan cara sterilisasi eksplaD.

llqr !!tlllrir f iriurllitt! !rl!,tg!!riut illl]ta lr:iut ilr(lllli

Tanaman induk yang digunakan sebagai sumber eksplan
harus terbebas dari infeksi p:ttogeD penyebab penyakit maupun
serangan hama (terutama kutu sebagai vektor penyakit).
Tanaman tampak sehat dan bugar yang hidup di alam bebas
tidakselalu terbebas d arrtronsmissible pathogen atan end ophytic
microorganisms di dalam tubuhnya. Untuk memastikan
bahwa suatu tanaman induk terbebas da virus tertentu
dapat dilakukan dengar Ezyme-Linked Immunos()rbent Assay

[ELISA). Pada tanaman terinfeksi virus atau patogen sistemik
lainnya, hanya sel sel di bagian meristem pucuk di mana belum
memiliki pembuluh vaskuler yang tidak mengandung patogen
transmrsrslb/e tersebut. Oleh karena itu, penggunaan meristem
pucuk sebagai eksplan dapat digunakan untuk menghasilkan
lanaman bebas virus atau bebas patogen.

Tanaman yaDg hidup di alarn bebas umumnya tidak mudah
disterilkan untuk menghasilkan eksplan aseptik karena
kebanyakan tanaman tersebut mengandung mikroorganisme
endofitik di dalam tubuhnya_ Oleh karena itu, agar tingkat
kontaminasi dapat ditekan serendah mungl<in sering kali
tanarnan induk harus dipelihara di rumah kaca ke<iap serangga,
dipangkas, dipupuk, dan disemprotdengan pcstisida Ibakterisida
maupun fungisidaJ sistemik. Tujuannya agarfTxsh atau trubusan
tunas baru tidak ter.lalu banyak mengandung mikroorgadsme
endofitik Ekplan dari trubusan baru dalam lingkungan rumah
kd(a/rumrh tanJman keddp serangga kemungkinan lebih
''bersih" daripada eksplan dari trubusan baru yang hidup di
alam bebas.
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,it rr I r i ) ir fi\ L|! l)iltLrn,rl\. l L llLrl' laL'\l)l.rlr

IjlisplaD untuk pcngultul-an awal dapat bcl upa sel tananran

1,rlrt)ir (lindiDg (protoplast), kunpulan sel, biji, bagian dari biji
( rlr jsirlnya kotiledon, embrio,atauporos embrio),hipokotil, pucuk

lIr)ils, ujung meristem apikal, potongan batang berbuku, mata

1UIits, potongan batang antarbuku [infernod€.s], potongan daun

Irr(la, tangkai daun, ujung akar, anthet ovul, dan bagian-bagian

l)unga. Bagaimana kita dapat mengetahui bagian tanaman mana

f,rng paling sesuai digunakan untul< eksplan? Hal ini tergantung

l)r(la tujuan pengulturan dan pola regenerasi apa yang aka11

rlrlalLri oleh eksplan menjadi tanaman. Guna menghasilkan bibit
lrue-to-type maka pola regenerasi in vifro paling bail< adalah

l)crcahangan tunas aksilar dengan nrcnggunakan eksplan

l)r)fong.t[ batang berbrtku, pucuk tunas, meristem, n:lta tunas

pada tanghai bunga, atau eksplan yang sudah mempunyai mata
tLrnas. Contoh tanaman di mana perbanyakannya menggunakan

Iola regenerasi percabangan tunas aksilar. yang menggunakan

cl{splan meristem, pucuk tunas, atau potongan batalg berbuku
rdalah kentang, nanas, pisang krisan, jati, tebu, mawat
cucolyptus, agldonemd, dan sebagainya. Perbanyakan klonal

Ph.rl.renopsis dapat dilakukan dengan eksplan potongan tangkai
bunga bermatatunas. Gambar 7.1 adalah contoh ehsplan primcr
nanas dari potongan batang crown ltunas mahkota) atau dari

oFon ,. vJ,ro * ti.l
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i,rnrl):,! 7.1Eksplan prilner nanas daripobngan cr-di', arau su.kcr

Pada beber:lpa tanaman, regencrasi fanaman melalui
embriogenesis sonatik ataLl organogenesis juga dapat
digunakan untuk prodLlksi tanaman regener an true,to typq atau
untLrk mcmiasiliLasi rekayasa genetika tanalnan, misalnya pada
tanarnan kurma, kopi, kclapa sawit, tebu, bantbu, dan berltagai
tanaman kehutanan. Untuk pola regenerasi embriogenesis
sonratik atau organogenesjs ini, eksplan yang digunakan
biasanya adalah bagian tanaman yang tjdak mempunyai lnata
tunas, lrisalnya potongan daun muda, l<otiledon muda, embrio
yang dianlbil dari buah muda, hipol{otil, ujung akar; at:ru bagian-
0agran Dun8a.

l,l l(!i J,r ri lliirtiaF

Pada umumnya, ukulan eksplalr befbaltding Iums clengan
Lingkat kontaninasi clan bcrbalrdin[l tel balik dengan keccpatalt
tumbuhuya. Senakin kccil ukur'an eksplan, semakin sedikit
tingkai kontaninasi. Semakin kecil ukuran eksplan, sernakin
lambat pertumbuhannya. Semakin besar ukuran eksplan,
senakin sulit untuk mendapatkan kultur yang steril. Sentakjn
besar ukuran eksplan, scnlakin cepat tumbuhnya. Kcbanyakan

r4. Rultur ]arinq(r

,l..t,l,l|r lx'nr|,r t)oLo||il.l|r l).rl.l|rit i.rlo lrrkr l){ |1rkL||,l|r I :' , rrr
, I r.)1.||,1 Lllr, ( ksl)lilI Iroloilllil (l.lu urll||l yil I)( r'|||il||,||)

11r., l, rr r 0,5 l ( rr) l)cr1)crlUh scgi ( rrpirt irtrU lirsli,u,rr y,l|rI

', ri)lorg:lrlry.l (lrlrl(Lrl(ln nrengflunirkrrrr Lrjrrrrpl lrisrru sk,rl1r, I

rt.,Lrlrrrrr pclrrbarrg gahtrs .1.'ugan dianr('tcr I cnr

' l' | ,. rt.,r, L trg..tr ' l r' ,tr "l':,,1. r t.rr t,"r.;L. r. r'r rt.r"
Ii,ri.rlt'nryilngs;l|rgirtkecil0)errrkuran0,2-(1,:Jmnr),]r:ritulLrrliri

. L L lUbih mL'ristcrn apikal dengan s;rlu l);rsaDg Ir'irno|rli:r drLrrr

Lr | ,rlirr 7.2J dapat digunakan untuk menghJsilkan lar;rll,l|r

' Eksplan neristen apikaldari kolcus. Ukuran cksplirr
r'.r!rs lefdiri dnrikubih apikal dcngan 1 f.sang primof.lia .larn rdrlirlr

U,3 nnn. Pernotongan cksplan.lilakukan mcnggunakan 1llikroskop
binokulcf di dalanr LAFC.

Cara inj dikenal dengan I<ultul-mcristem il vitro. PeDgambiliul

cksplaD sangat kecil ini dilal<ukan mcnggunalGn mjkroskol)

binol(ulcr yang diletakkan di lorrinor Air tlow Cobinet (LAI:(.)

'riii*

j
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K lLur- tIlct-istcnr in yltfo dapat cligLlDal(aD LlDtLll( rncDgllasill(i|l
tanaman bebas pcnyakit, yang pantogennya [pacla umumnya
vjrus] sudah menginfeksi pembuluh vaskuler tanaman. Sei_sel
pada bagian paling ujung meristem apikal aktif membelah diri
dan belum berdiferensiasi menjadi jaringan peinbuluh vaskuler
sehingga virus belum terdapat di bagian tersebut. OIeh karena
itlt, tanaman regeneran hasil dari kultur in yitro bagian tersebut
akan lerbebas dari vil.us dan dapat cliperbanyak atau digunakarl
sebagai bahan entres untuk okulasi, misalnya pada tanaman
jeruk dan bLlah-buahan lain.

Unru !'isjol!si!!!r-On.Lege!tsljl!.t-iuxuMl 1ltc]uli

Eksplan umumnya diambil dari jaringan, di mana secara
fisiologi masih muda, seperti daun muda yang sudah membesar
sempurna, bagian pucuk ranting, ujung akal dan sebagainya.
Jaringan muda mempunyai sel_sel bersifat mer.istematik, lebih
mudah membelah diri, dan lebih r.esponsif terhadap ZpT yang
ada di media kultur Umur ontogenecrl< lanaman adalah masa
transisi dari fase juvenil nenuju fase dewasa. Fase juvenil
adaiah masa ketika tanalnan belum mampu berbunga waiaupun
clrrangsang penbungaannya dengan perlakuan perangsangan
pembungaan. Sementara itu, fase dewasa atau mdfare adalah
masa ketika tanaman sudah manlpu berbunga. Guna menjamin
bahwa tanaman induk sumber eksplan adalah dari variclas
tertentu atau sudah mengekspresikan sifat_sifat unggulnya,
umumnya eksplan diambjl dari ta
sudah berbunga clan b".0""n. r"-.,Iilil,,.11,1:-$il:'j"i:::
Dahan tanaman dewasa umumnya iebih suljt beregenerasi
dibandingkan dengan eksplan yang cliambil dari tanam-an pada
fase juvenil. Daya regenerasi eksplan dapatdiartikan kemampuan
eksplan untuk beregenerasi menjadi kalus, tunas, akar/einbrio
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rr)rrrirtik, (lirn.khifnya mcnjadi tanaman baru. Sccara umum,

kirpasitas berc'generasi suatu bagian tanaman berbanding lurus
(ll]ngan dcrajat juvenilitasnya. Makin juvenil makin tinggi daya

r' Ae|lerr .i. "ndLin dew.lsi lnJkin 'ulil beregenerdsi.

l: 1t1 i: |r'irilJrli!1.1r liir:irr',1rr,irl 1 ii11t,tri.i,!r{!k

Tahap I disebut jrga culture esfoblishment bertujuan
Untuk mendapatkan kultur aseptik dan bahan tanaman yang

srap untuk diperbanyak pada tahap selanjutnya. Tahap ini
nrcmerlukan waktu 1-2 bulan tergantung pada jenis tanaman
(lrn kemudahannya beregenerasi. Tahap I dinyatakan berhasil
irpabila eksplan yang dikulturkan selama 2-4 minggu masih

hidup, tidak terkontaminasi balded/jamurt dan menunjukkan

l)ertumbuhan awal.

Berikuinya, agar djdapalkan kultur awal yang aseptik,

cksplan harus disterilkan dan ditanam di media steril dengan

cala penanaman khusus menggunakan enkas atau Laminar Air-
Flaw Cabinet (LAFC). LAFC fcambar 7.3] adalah sebuah kabinct
dilengkapi dengaD blower dan filter HEPA {High EJficiency

Particuldte ,4ir) di hadapan sebuah meja kerja, sedemikian
rupa sehingga semua pekerjaan yang dilakukan dalam ruangan

Lerhembus oleh udara tersadng filter dengan pori sangat kccil

10,2 2 pm]. Udara steril yang dihembuskan membantu pekerjaan

l)enanaman eksplan dan subkultur dalam kondisi aseptik.

Sterilisasi media kultur dapat dilakukan dengaD autoklaf
pada tekanan 1,5 kg/cm'zdan suhu 1210C selama 10-15 menit.
Sterilisasi eksplan dilakukan dengan beberapa tahapan berikut,
seperti pencucian eksplan yang diberi detergen dengan alr
mengalir, perendaman maupun pe[gocokan eksplan dalam

desinfektan yang ditetesi surfaktan, dan pembilasan ekspial

rohopnr Peibiiyakof rrndman h yr,o -- tl;



dengan;tir steril [airyang djsterilkan dengan autoklaf) beberapa
I<ali untuk menghilangkal1 sisa desinfektan yang menempel pada
eksplal1. Cara steri]isasi ini dapat dimodiiikasi sesuai dengan
jenis dan tingkat kelunakan jaringan eksplan. Desinfekan
yang sering digunakan untuk sterilisasi eksplan adaiah sodium
hipoldorit INaOClJ, erano] [eti] alkoholl, propanol fpropionil_
alkohol), dan merkuri klorida (Hgclr). Berikurnya yang lebih
jarang, seperti kalsium hipokiorit ICaOCl,] dan hidrogen
peroksida [HrO,]. penggunaaD ]tgcl, harus sangat hati_hati
karena senyawa ini mengandung logam berat yang bersifat
toksik dal1 karsinogenik. penggunaan etano] 70% umumnya
unluk mencelup cepat eksplan yang permukaan jaringannya
cnkup keras, misalnya eksplan eksplan tanaman berkayu. NaOCI
atau sodium hipoklorit adalah bahan aktif penlutih pakaian.
Oleh kalena itu, larutarl pemutih pakaian sering digulakan
untuk sterilisasi eksplan.

Ga \ha.7.3 LaninarAir tow Ca,rre. ILAFC] untuk peke.jaan aseprik
kultur jaringan tanaman
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Conloh kultur Tahap I bebempa jenis fanamaD yang aseptik
disajikan pada can1bar 7.4. Pertumbuhan awal eksplan dapat
clitunjukkan dengan pembengkakan eksplan, pecah sekaligus

tumbuhnya mata tunas, atau membentuk l<alus. Sebagai contoh,

eksplan pisang umumnya hanya menghasilkan l tunas atau

paling banyak 2 tLlnas. Selanjutnya, eksplan aseptik yang sudah

melalui tahapan establishment dipindahkan ke media baru

untuk perbanyakan tunas/PT. Pada kultur yang memerlukan

waktu lama untuk merespons ZPT dalam media, seperti eksplan

potongan daun kelapa sawit, eksplan dikulturkan di media

Tahap I yang menginduksi pembentul<an kalus.

Masalah utama yang sering dijumpai pada Tahap I ini adalah

kontaminasi kultur. oleh mikrooganisme [jamuratau bakteri atau

keduanyaJ. Kontaminasi kultur oleh mikroorganisme ini sangat

umum dihadapi dan berpotensi menyebabkan kerugian yang

besar apabila tidak ditangani dengan sistematis. KoDtaminasi

eksplan bisa disebabkan oleh berbagai faktor, misalnya bahan

tanaman sumber eksplan mengandung bakteri endofitil<,

sterilisasi eksplan tidak efektif, pencucian botol kurang bersih,

sterilisasi media tidak sempurna, teknik aseptjk kurang tepal
yang meiibatkan keahlian dari operatot dan sanitasi fmeja kerja,

alat-alat diseksi, dan sebagainya].



{;nnlbnr'7-l Conroh cksplan pr'mcrpada kulrur rahap I:a. potongan
daun nruda kopi robustaj b. porongan daun Sdnseyierid; c. potonga. daun

kelapa sawit; d. porongan daun kisan

Masalah penting lainnya yang sering dihadapi adalah
pencokelatan atau penghitaman kultur; yaitu pada eksplan
lalu terdifusi ke media [Cambar 7.5J. Eksudat berwarna
cokelat atau hitam pada eksplan yang dikulturkan in yirro telah
banyak dilaporl<an karena disebabkan oleh oksidasi senyawa
fenolik, di mana menghasilkarr senyawa senyawa qtrl,rlnes yang
dapat meracuni dan menghambat pertumbuhan sel<aligus
perl<embangan cksplal1 fTitov, ef dl, 2006; Ahmad et dl, 2013).

(irnrlrnr 7.5 Penghitaman fblnckerrrg] eksplaD pada kuttur pjsang raja
buluj jjka ridak dratasi dapar mematikan raDama. y.ng dikutrurk.n

it' "-kultur )qrin{/en

lJr'l)r'rirl)ir (irf.l nlc|ll!lrsl r rrsr l.r lr ,/ll(k,,r it)u itlitr l)n^rttitt(l

l)irdil kultur t.lh.llr irwll lcllh nrcnj.dj l).lhatr rliskLrsi di l)i ry.tk

lorunr l(ultur j:rrirlgln. Di antal-a tiDdakalt y;lIlg dapat (lilrkukatr
rrnluk nrengurangi pencol(clatan atau penghitaman ckspl;r

ir(lalah pemindahan kultur aLau subkultur setiap scminggu ataLl

dLra minggu scl{ali ke media baru; pemotongan eksplan dengan

l)isau skalpel yang sangat tajam untuk rnenghinclari pclukaan

eksplan; pemotongan cksplan dalam larutan antioksjdan
sebelum dil(ultul-kan, misalnya laLutan asam askorbat atau
asam sitrat; pengultunn awal di media cair; nenginkubasi
kultur awal di ruang gelap atau bersuhu lendah [4-100C)
untuk memperlambat rnetabolisme di dalam jaringan eksplan;
dan penanbahar antioksidan lasam askorbat, asarn sitrat,
alang aktil atau PVP lpolyvinylpyrrolidone) ke da]am nredia

kultur. Ngomuo, et ol., (2014) melaporkan bahwa perendaman
eksplan pisang plantain dengan 1,2 g/l asan askorbat sekaligus
penambahan 100 mg/l asam askorbat dalam media dapat

rnengatasi penghitaman pada eksplan dan media. Di samping
itu, pengurangan konsentrasi unsur hara tertentu, seperti Co

dan Cu dalam rnedia estdrlishrrent juga dapat mengurangi
pencokelatan eksplan.

lhhap Il: irerhanI/?kan Propllgul

Pada tahap iDi, eksplan aseptil( yang sudah menunjukkan
pertunbuhan awal dari Tahap I disubkultur ke media baru untuk
memperbanyak bahan tanaman atau propagul. Propagul dapat
berupa tunas, buku'buku, atau embrio somatik. Eksplan aseptik
dar.i kultur Tahap I yang disubkultur ke media baru dengan ZP'l'

sesuai akan mengalami perbanyakan tunas atau embrio. Periode
pengulturan Tahap ll ini dapat diLrlang beberapa kali untuk
menghasilkan tunas tunas mil(ro dalam jumlah yang banyak

:,4*.
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[Gan)bar 7.6) sebeluln djakarkan pacla tahi]p beril(uhlya. Jumlah
tunas yang dihasilkan pada tahap perbanyakan akan bertambah
sesuai deret ukur dengan faktor pengaii jumlah tunas per
eksplan per periode pengulturan. Setiap perioale pengulturan
lamanya tergantung dari jenis tanaman, umumnya 1 2 bulan.

Rasio perbanyakan tunas aksilar atau jumlah tunas yang
dihasilkan per eksplan per periode pelgulturan pada Tahap
1l ini pada pola percabangan tunas aksilar beberapa kali lipat,
rnisalnya 3-4 kali. Masing-masing tunas bisa subkultur ke media
perbaryakan tllnas lagi. proses perbanyakan di Tahap II ini
bisa dilakukan hingga 4 6 pe ode pengulturan. Jadi, agar tunas
menjadi banyak maka harus dilakukan subkultur beberapa kali.

lambar'.6 Padr r.har' . tumtJh t. nar ditjpatgandak:r ret"tr r

DPrrerat'd k.,li fpr:odc ppngul.urdr hrnBSr Junt ,hrlr brny.rk

i2 *kultur Jarinqan Iahdrotr P€rboiyckon ldnlno, tn vitto < /:\

Scbrgili contoh, jika kLtltUr'lahap I rncntcrlUl(an wal<tll (luil

l)LrlaD daD setiap periode peDgultul an ulttlrk dilakulGn sUbkultllf
((lisebut juga s:ltu p.rssdge) menlerlukan waktu satu bLllnn maka

Llntuh 6 periode pcngulturan Tahap II diperlul<an waktu B bulat)
sejak pcnanaman eksplan primex Biasanya pada subkultur-
subkultur awal, jurnlah tunas yang dihasilkan masih sedikjt,
ynitlt 2 3 tunas per eksplan. Namun demikian, pada pdssoge-

pdsisoge berikutnya, jumlah tunas yang dihasilkal umumnya
meningkat menjadi 4 atau 5 tunas per eksplan. Secara kasar, jika
dibuat rata rata, misalkan setiap eksplan pisang pada Tahap II

fdi media perbanyakan lunas) membentuk 3 tunas per eksplan
pcr passage maka setelah subkultur ke-1 dihasilkan 3 tunas,
setelah subkultur ke-2 dihasilkan 9 tunas, setelah subkultur
ke 3 dihasilkan 27 tunas, setelah subkultur ke-4 dihasilkan 81

tunas, setelah subkultur ke-5 dihasilkan 243 tunas, dan setelah
subkultur ke-6 dihasilkan 729 tunas. Berikutnya, dengan
perkiraan terjadinya l<ehilangan tullas yang terkontaminasi atau
ketidaknormalanperlumbuhanselamaprosessubkultursebesar
10% masib -dihasilkan sekitar 656 tunas per eksplan dalam
waktu B bulan. Pada l<enyataannya, jumlah ini bisa lebih atau
kurang tergantung pada genotipe, kontaminasi, dan ketepatan
fbrmulasi media kultur. Apabila suatu laboratorium kultur
jaringan memulai pengulturan dengan 500 eksplan steril setiap
bulan fsekitar 20 eksplan per hari_) maka diperkirakan pada

akhir bulan kesembilan dapat dihasilkan tunas mikro pisang

sekitar 500 x 656 = 328.500 tunas pisang. Setelah pengakaran

i,1 yifro selama 1 bulan dan diaklimatisasi selama 2-3 bulan maka
pada bulan ke-12 atau ke 13 diperkirakan dihasilkan 300.000-
an bibit dengan asumsi keberhasilan aklimatisasi tidak kumng
dari 95ol0.

Namun demikian, apabila karena kebutuhan bibit yang

mendesak membuat sebelum pds-.rdge ke-6 tunas sudah harus



diakafkan dan diaklimatsasi nraka perhituDgan produksi
bibiL ini tentu akan bel-kul.ang. npabila penanaman eksplan
dilakukan setiap bulan sepanjang tahun secara konsisten 20
eksplan aseptik per hari maka dapat dibuat matriks jumlah
tunas dan jumlah bibit teraklimatisasi yang dihasilkan setiap
bulan sekaligus dalam setahun. Jumlah bibit sehatyang seragam
ukurannya tersebut jauh lebih banyak dibandingkan bibit
pisangyang dihasilkan secara konvensioDal dengan anakan atan
belahan bonggol.

Pada kasus lain, nisbah perbanyakan bisa jauh lebih tinggi
apabila pola regenerasi tidak hanya terjadi melalui percabangan
tunas al<silar yang ntembentuk cl&ster tunas dan masing_
masing tuDas terdiri dari banyak buku. Dengan clemikian, ketika
disubkultur, eksplan baru yang ditanam sangat banyak. Gambar
7.7 menunjukkan contoh kullrLr beberapa jenis tanaman pada
tahap perbanyakan tunas.

,(iamba. 7.7 Contoh kuttur beberapa jenis tanaman pada tahap
pPrhdnvdkdn lurrsr J. kulru. nd n. r5: b. I nt ' . Ant hur t dt4 p1.,\|ntontt.,
o.pInsrJ,d b,lupJddr.rhdppFrornvJkdnp.of rgu drru t..h p tl

Tahap III: Pemaljangan dan pengakarun Tunas
Berikutnya, agar tunas-tunas yang diperbanyak

Tahap II dapat diaklinlatisasi, diperrLrxan pcmanJangan
dan pengakaran. Tahap ini adalah Tahap III yang kurang

74 *kultur Jqrinqqn

Pada
Lunas

lcbih

rr(.rrlcrlul(an wrl(tu I bLllan. Padii tahap lll, ini sctiap in(livi(lu

llrrrirs (lipisah l)isah clan dikulttlrkan di lnedia pengakamn ylnll
lrcugandung auksin atau tanpa auksin dengan arang aktif

At|ksin, misalnya lBA, NAA, atau IAA sering ditambahkan di

nrcdia pengakal an pada konsentrasi 1-5 mg/l untul( merangsang

tunas supaya berakar lebih cepat Selain auksin, penambahan

,rrang;lktif ke media )uga dapat memperbaiki pengakaran tunas.

l)ada kultur tanaman yang mudah beEkar, tak jarang tunas-

tunas pada Tahap Il yang medianya mengandung sitokinln pun

sudah berakat Namun demikian, apabila tunas_tunas yang

berakar tersebut berada dalam suatu clusfer serta langsung

(liaklimatisasi, membuat bebeEpa tunas tidak mempunyai

akar Oleh sebab itu, untLlk menjamiD berakarnya setiap tLlnas

(liperlukan tahap pengakaran, di mana seljap individu tunas

ditransferkemediapengakaran.Tunas-tunasyangsudahberakar
dapatdiaklimatisasi. Namun demikian, untukmenghematwaktu

dan biaya, tunas tunas yang sudah cukup besar dari kultLlr

Tahap II dapat dipotong lalu diakarkan bersamaan ctengan

proses aklimatisasi. Pengakaran yang dilakukan berbarengan

denga[ aklimatisasi disebut pengakamn ex vifro [pengakaran

di luar wadah kultur]. Pengakaran ex vitro tunas tunas clarl

kultur in vitro dapat dilakukan dengan pemberian perangsang

akar pada dasar tunas sebelum ditanam di media aklimatisasi

yang terdifi dari canpuran kompos, coco pedt, arang sekam, dan

pasir Cara ini jika berhasil akan sangat menghemat waktu dan

biaya produksi bibit karena tidak memerlukan tahap khusus

pengakaran in vitro. Pada akhir tahap lll akan diperoleh kultur

tunas atau planlet [tunas berakar] dalam jumlah banyak yang

dapat diaklimatisasi pada tahap bedkutnya uI1tuk menghasi]kan

bibit. Contoh planlet beberapa jenis tanamal disajilGn pada

cambar 7.8.

Idhopdn Perbonydkdn Icnamon rn Vlro < /li



Tahap IV: Aklinlatisasi planlet ke LiDgkungan Dx ViUo
Setelah didapatkan tunas-tunas bemkar [disebut planlet)

dalam jumlah ya[g diper]ukan, tahap berikutnya adalah
Tahap IV atau aklimatisasi planlet. Aklimatisasi adalah proses
pengadaptasian tanaman yang berasal dad kultur in yitro ke
lingkulgan ex yifro. Tanaman kecil yang terbentuk, tumbuh,
berkembang, sudah terbiasa hidup cli lingkungan in vifro
dengan intensitas cahaya lampu rendah, kelembapan nisbi [RH]
tinggi {hampir selalu 100%), suhu relatif rendah (260120C1,
aseptik, serta selalu mendapat suplai energi berkecukupan
akan menghadapi Jingkungan ex vitro dehgan RH rendah,
suhu, intensitas cahaya lebih tinggi, septib dan harus dapat
berfotosintesis secara marldiri Iautotrof].

Ga bar7.8 Planletyang sudah dapatdiakliDrahsasi:a. krisan; b
c. nanas; d. anrrrrilm; e. rebuj t a nggfek dendrobtdn

ti *Rultur ]crinqsn

l(olr(lisi yang s:rngat llefllccla rntar-a i,'l vrt,'o (lan cx villy)

tr'rscbLlt scfiDg l<ali l]1emhuat planlel mcrrgalami stres jil(a tidak
,,r,r;rra bertahap diaklimatisasi. Di samping itu, planlct tampak

'.',;rr ,l.rn lrijaLr 'lnl.,nr kondls. in ullro urnulnny.r l)relnprlnVdi

l.r,rfxkteristik khusus yang membuatnya cepat layu apabila

rlil)indahl<an ke lingkungan di luar botol kultur. Misalnya, yaitu

L,rpisan lilin kuiikula daun tidak terbentuk atau sangat sedildt

(sutter & Langhans, 19821, bersifat polar (kurang hidrolobikl
rlcngan stomata yang abnormal, dan hampir selalu membuka
((;irpellades et al., 1990). oleh karena itu, agar planlet dapat

hidup normal sekaligus menjadi bibit siap tanam di lapangan

(lipcrLukan kondisi lingkungan yang adaptif secara bertahap

Ilenuju lingkungan rumah kaca dan kondisi lapangan yang

l)aik. Aklimatisasi planlet umumDya dilakukarl dengan tahapan

scbagai berikut:

1. Meletakkan kultur di suhu ruang dengan penerangan

intensitas cahaya matahari tidak langsung selama beberapa

hari (tindakan ini disebut juga penguatan planlet atau

hardening aJf the pldntlets).

2. Mengeluarkan planlet dari botol secara hati hati.

3. lvlencuci bersih bagian planlet dari media kultur yang

menempel.

4. Merendam planlet dalam larutan fungisjda dan bakterisida

lalu ditiriskan beberapa saat.

5. Menanam planlet di media aklimatisasi yang gembul ber

aerasi, dan drainase baik.

6. Mengondisikan planlet pada lingkungan yang RH-nya tinggi

[disung]<up plastik transparan) dalam rumah tanaman

dengan intensitas cahayanya relatif rendah (150o/o].

Kemudian, setelah beberapa hari secara bertahap sungkup
prsang;

rctopdi re,ban'i.i.n Ionnnon tn vith 
- 
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plastil( dibuka agar Rll turur
bertambah sanrpaileril,;"_ #: r:1,jffi ,.."n"u"7. Memindahkan planlet ke lingkungan dengan RH normal dancahaya matahad penuh.

,^-,Tl1l" 
on.lrn* cligunakan untuk aklimatisasi dapat dibuataan campuran beberapa bahan medi;

pasjr, cocopeat, arans;;";,;;;'; 
t"""m' misalnva kompos,

111u"" 1'","0""u"'",;;;; .*:;iiiLrl ifl ::::ff t'"1
:::i.s_e,bi]k, :dak 

mengandung inokulum patogen tular tanahmaupun bijj gulma, dan mengandung nutrisi cukup bagi planletyang akan diaklimatisasi. Sebelum dir

:::l:.," ."0': o,o, ",,*" i."*"i",il.illii'1.il:l \,];:ntngga enam minggu untuk mengendalikdn trlikroorgr,,,rJJpatogen tular tanah. Solarisasi ied
pemanasaD campumn media a"nn,'u '"nut adalah proses

m"tar'a,.i s"ra.n" re;*;;;;,#':i:ff T:,:,:"1-;,,,T,i,:::
::j:::: 

,i,*. ranah fjamur bakteri, rematoda, vir.us, danspDagajnydl sehjngga peny.rkil tandmar riddk dapat bcrl<nrDharrg
{,Rahavu, 20 t7). Cdrdnya, media ditulup dergan pl.r.rik mul.i
1T_1lrl:.*: terpapar cahaya mataha.i penuh selarn.4_6mrnggu IGambar 7.9].

!,,,'!',.,, /.v 5utrj j\asi mediJ ranrm dFnn,,",.
'nFllia d.nadr, Dld\r.t m, rrr'lrl|rl||t'ri lJ,rri ir.nedia densaD plastjk mur.","i"i,i,n,i.j",i.i,il,lrill:lll, :lil,,,illillll,lipenuh setama bebcrapa nrill.jgrl

18 * Nkltkr ]aringan omon rn v,',o -- 7!

l'ir(lir skala kccil, .rklirnatisasi plaDlct clapat dilakuk.n
Irclalui pel1yungl<upan setiap individu pot berisi planlet dengan

l)lastil< transparan [Gambar 7.10] pada tempat yang mendapat

r;rhaya matahari tidak langsung [500/0 cahaya penuh), dan

!ctelah bebelapa harj dibuka secara bertahap hingga planlet
(lapat bertahan hidup tanpa sungkup. Planlet yang sudah

Inulai teraklimatisasi di lingl<unagn ex vitro ditandai dengan

terbentuknya dau[ baru pada p]anlet. Pada skala besar;

aklimatisasi planlet dilalttkan dengan cara menanam planlet di

ltolybag,lalu secara bersama-sama disurlgkup plastik di bawah

naungan paranet. Setelah satu hingga dua minggu, sungkup

plastik dibuka secara bertahap hingga planlet terakljmatisasi

dan dapat tumbuh dengan baik tanpa penyungkupan.

Selanjutnya, bibit dapat dipindahkan ke tempat dengan

intensitas cahaya lebih tinggi {Cambar 7.11J.

ciurbar 7.10 Al<limatisasi planlet pada skala kecil: a. meDyungkup
planletdengan plastik transparan;b &c sungkup dibuka s€can bertahap

hingga planlet dapat hidup tanpa sungkupj d. bibit dipjndahkan ke
potbdg lebib besar pada tempat dengan intensitas cahaya lebih tinggi
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j":lr,ilii;;iilt*i,if 
'#:";t,''':,tff f,lffi i'i,,'':,

_,^^::i1*.1:, 
uDtuk menshasitkan bibit denrjirn kUatitasrDggl, pemeliharaan yang perlu dilakul<an selanrr akli,nrtisasi

lll:l':.1. o:r*.:.n hibir di nur\or dddtat) \,,r)rr,,\i r,.jnfdr

Tl]::::*r' FAn\ iraman. ddn paD)upukrn l,torrr.rrr I,rr1,rr,( Npl(maupun pupuk organik cairl.

*K;tI tI /,1y1,1r,r11

lcrmtll(:ran Eksplan dalam Kcada;rn Scptik
Eksplan adalah bagian tanaman yang digunakan untuk

pengulturan awal. Eksplan dapat berupa pucuk tunas, potongan
batang salu buku, potongan daun atau al<ar, kotiledon, aksis
embrio pada biji, biii utuh, bagian bunga, dan sebagainya.
Oleh karena salah satu karakteristil< kultur jarjngan tanaman
terutama adalah kultul harus aseptik maka eksplan yang
hendak dikulturkan atau ditanam di media kultLLr steril harus
dibuat aseptik. Bagian tanamal untuk eksplan berasai dari
lanaman utuh yang tumbuh di alam bcbas atau di rumah kaca.
Permukaan terlLlar tanaman tersebut selalu dalam keadaan
sepiik, walaupun sehat dan tidak menunjukkan gejala serangan
hama atau penyakit. Guna menghasiikan kultur yatlg aseptik
maka sebelum penanaman eksplan harus disterilisasi.

Kultul jaringan tanaman merupaka[ pengulturan secara
aseptik bagian kecil tanaman dalam media buatan yang
mengandung nutrisi lengkap dan sumber energi. Media buatan
tersebut juga sangat baik untuk tumbuh dan berkembangnya
mikroorganisme. Oleh karena itu, jika ekplan masih
nerlgandung inokulum mikroorganisme pada saat ditanam
di media kultur yang steril maka inokulum mikroorganisme
yang menempel atau berada di dalam jaringan eksplan akan



tull)l)uh (lilD l)crkeD)baug mcnjrclj k(

lll:l:1'lll:"'1u""'' 
ekspr:n vang ;liilI'"lr-:;',T';J;;T

rll(.oorganistne tidak dil<ehendaki t
:::.: :t*:l; rJ" ;;#;;:?Ji"n; #il lil:llKLurur sepe.ti ini djkatakan sebagai terkontaminasi. pada kulturtananan yang terkontaIninasi mikroorganisnte, pertLtmbuhanrnikroorganisme bisa sangat cepat. Hal ini jauh nclantpauikccepataD pertLlnlbLrhan tanaman sehir)gga lncnyebabkantanaman dj dalam kulturmati. Kontamrnasi jLtfl;l cla l)a L clitularl{aD

:1i1.:"-,",,Ur,r. :"* ke yang lain, yairu In,satnyi jika inot(utumjanlur terbawa oleh tuDgau (spicler mitus-.tbtrhDirn,U"C i_,,alapat keluar masuk botoi kultur. Kontarnjnasj kUItLrf olehcendawan [jamur], bakteri, atau ll1ikr(
B 1; merupakan ;":;i"; ffiil;?:::]il:; ],]];l il :'j::;praktik maupun pcnelitian kultuijaringan t:rnirrn:rrr.

,.._I-"-Ot:-t:l,r* 
srerit yang ctisimpan tertat trn),r rtj rcnrpatlernoap dan kotor juga dapat terkontaminnsi nrikr.,,,,r1.rnisrnewalaupun belunt digunakan. Hal ini

tinssiDya popurasi ;";; ffi;;r:iil",: ;; 1;; ;1" ;,' "t
lliii -] 

.,0"o. 
:"loeraturnya riDssi, ar:,u k,rfi|l,r] |,(,,.sihnyapencuciaD botolkultur

:{I
,,(-rn.l'.rr,t i Konrd|n,nrsi kr,ttu- otph,,.r,,r.,w,r,rr'(:nJ. I,nprup,k n nrd!aJdtr fFntihg d,t,j), k,r,r,rr

?,.t *, kultur /arinq6aq

l,{lr i) rl.rrr lr,rt(rr I i

'l ckDik l)ckerjr sccrrir rscptik(linr:lksuLlklrl irgirrkr)nl;rlrinlsi

ll,rrl.l kultuf ir vifro tanarran tidak terja.li aLau diupayakan

:icllrininlal nrLulgkin. l{emLldian, agar keberhasilannya tinggi,
scgala tindakan pada teknik aseptik ini harus didasarkan alas

pcngcrtiall bahwa anggota badan kita, udara, peralatan yang

digunakan, bahan tanaman, dan bahaD media kultur adalah

tidnk stedl, melainkan septik. Hal i1li karena wa]aupun tidak
kasatmata, permukaan anggota badan, peralatan yang digunakan,

mcja kerja, udara, dan air adalah tempat berpijak, menempel,

atau media hidup iDokulum mik]'oorganisme. Beberapa aspek

maupun teknik aseptik esensial yang harus diterapkan dalam

pekerjaan kultur jaringan tanarnan adalah kebersihan pakaian

maupun anggota badaD operator afau pelaksana, sterilisasi
eksplan, sterilisasi alat alat tanam sekaligus media kultur;
dan tata cara penanaman ataupun subkultur secara aseptik di
Ldminor-Air Flow Cobtn€r ILAt C].

l{(:hcrsiltarr l}akaian rlirn n nggol;r Bnditn Olrrrjth)r
Operator wajib memakai jas lab dan mencuci tangan dengan

sabun. Artinya, agar kontaminasi pada kultur dap:lt dihindarkan
atau setidaknya dimirimalkan maka pakaian dan anggota badan

operator harus benar-benar bersih. Para mahasiswa, di mana

hendak melakukan praktikum diwajibkan mengenakan jas lab

yang betsih. Sebelum nelakukan pekerjaan aseptik, tangan

harus dicuci bersih-bersih dengan sabun dan air keran.

rekhrk Bek,"rj! 
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\l{,r itirirli tit{sl}l;rn

l,enanlpilan tanaman sumbi
rjcrak,nenjamin u,,,,". ;;";. ;::';fi ::l"t:ff JTi:j;#ranaman selalu tertempel atau a;.ingg"lrl _it.oo.g;;i.i"dl permukaannya. Mikroorganisme iDi bisa saja t".a""p", aipermLrkaan jaringan tanaman, cli sela sela nlur, U,n"r,- U,lekukan permukaan daun, daD se
,-l'" :":"n .",,;,;;;' j;;'#;^T',1'Jl,l]1,H"IlJ]1T
agar keberhasilan steriiisasi tinggi ,rrut,u t,"t p".f^lna h".,1diperhatikan adalah memiljh ta
sehat, tidak bergejala penyakit at; 

suDrl)cr cl(splan yang

:-*,"..:.11nu"" 
;;#;;:;;;i;li"ilij,lli"l"_,,;' l,,1ll*

li::r::l* 
sudah mengandung lnjkroor8irIisr),,, y,rng hidup

le n do p hy ti c m i c ro o rg a n i s m s).

, 
Sterilisasi eksplan yang berasal dari lal)irtlli r irtitI rumahkaca umumnya dilakukan dengaD cara sebal.jiti l)(,r.jkI|t:

1. Mencuci permukaan bagian tanaman clct)l.liIr ilit kr,r.iln c]andetergen lalu dibilas air keraD
menit. 

yang mengirlit.:i{.|,[|l;r 15_20

' 31*lil,":"i"i untuk eksplan drren(tanr (t,rl.,n) ti,rrrantungisida dan bal<terisida selama l<urang lc,,,,, ,,,, ,,,,.,,,, iul,dibilas lagi dengan air keran.
3. Sterilisasi eksplan clilanjutkan dalanl LAI;(:. l)l rl,rl,rrrr l,AlC,eksplan djrendam sambil dikocol< dalarn lrrr rrt,rrr t),1, 2,52,NaOCI dari pemutih pakaian sela

pada tiDskat kekerasa" ,".,"*""'Iirj,o"r',lrl'r 
('r rll I ri'r rt rrr t, ns

4. El<splan dibilas clengan air steril fairyang slt(lirlr ilirti,l1lkan
dengan autoklafl setidaknya dua kali.

5. Eksplan tanaman bet kayLl yJng idringarjly.t l<r,t,rr 1,r., ,,rll,,mengandung banyak kontaminan. pada eks|lrrr .,,,1,,.,I ii,,
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sobolunr (lircn(lIrr dallnl lar'Lrtirn N:ro(ll, eksplirn (lircndirnr

s, l.II:r {n- ll0 
' 
l"lik 'l.rlJm 7U 'o ctr||ol.

rj. : ilrluk Sierilisasi Eksplan

Disinfektan yang sering digunakan sebagai bahan pensicril

r,ksplan adalah menga[dung klorin. Hal ini karena disinfektarl

lcnis ini banyak tersedia di pasat murah, dan tidak beracun

bagi tanaman maupun manusia. Di samping itu, alkohol dan

disinfektan lain juga dapat digunakan sebagai pensteril eksplan.

Contoh bahan pensteril yang balyak digunakan dalam kultur
jaringan tanaman adalah:

1. Natrium hipoklorit INaOCl] pada kisaran konsentrasi 0,25ol0-

2,5%. Kebanyakan pemutih pakaian yang dijual di pasar

mengandung 5,25% Na0Cl. Dengan demikiar, konsentrasi
pemutih pakajan yang digunakan untuk sterilisasi eksplan

berkisar altara 570'5070.

2- Kalsium hipoklorit [Ca0Clr). Penggunaan kalsium hipok]orit
dilakukan Iewat mencampurkannya dengan akuades steril,

mengaduknya, dibiarkan mengendap, disaring, dan larutan
klorinnya digunakan sebagai pensteril. Bubuk CaOCl, yang

ekonomis biasanya harya mengandung 50 70% Caoclr dan

digunakan pada konsentrasi 50 g/1.

3. Etanol 70% biasanya digunakal untuk merendam

bahan tanaman yang ja ngannya agak keras dan potensi

konlaminasinya tinggi. Penggunaan etanol sebagai bahan

penste l umumnya tetap dikombiflasikan dengan bahan

pensteril lain utama, rnisalnya Na0Cl yang terdapat dalam

pemutih pakaian.
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(,unit |l)oningkatkr elektivjtas stcailisasi, porellclanr;ln(Lrlimt lafutan desini.ektan umuntnya dicalI1pur clengan beberapateles Tween 20, Tween_80, atall delepembasah/surfaktan. rgen cair sebagai agen

Sterilisasi Alat-Aiat Tanam
Alat_alat tanam, seperti ci

p inset, a ra u r*..*. . 
"0", -"Lll.fiTt,' ::"-:TJ::,1""1dutu. Demikian juga botol kultur

botoi berisi u"o*, ",,*,i0",""'*T:i-;jJT:,H'i:ff li;alat maupun bahan untuk penanaman rnr umumnya dilakukanmenggunakan autoklaf pada suh
cm'selama 20-30 menit. o","u'l,t11ll- 

ot" tekanaD l 2 l<g/

tekanan tersebut *0r"," *,irlr":il.ff Tilii,i'i:i::alat diseksi harus dibungkus duiu ldengan alfoil atau kertaslalu dirnasukkan plastikl, sebelum disterilkan dengan autoklalBotol-botol kosong, botol berisi akuades, kapas, clalr kertas tisuharus ditutup dengan plastik cliikat karet atau allbil sebelumdisterilkan fcambar 8.2J.

Setelah diste lkan, aiat_alat ir
bersih sampai saal digunakan. \r'ni 

dibawa I<c tLtilngan yang

arat disunakan,,*u -";,".ri,l"illl":il::l,,,'li::,;T::atau lima hari saja. Alat_alat diseksi yarrg l;u,t,,t, Air,,Lott"f

ill.ltT, ,tt"ld."" untuk penanaman eksptillr irl, r subt(uitu;narus dibawa ke LAFC dalam keadaan tefl)Llrgkls l;rlLr tlibukabung-kusnya di dalam LAFC yang blcrwcfr)ya sU(l,rlr (lilrirlupkan.
Sebelum digunakan, alat-alat tersc
mencerupkan atau membasahi r"H,;::;l:1,,I,'], :lll,:]T::;etanot [atau spiritus] lalu dibakar Skrrilis;rsl aLrr ,rl.rt di,"eksimenggunakan gld_ss_read sterilizer (Gxri)irr 8,.t) tli l,Alr{: ticlak

BE * kuttur Jaringqn

rrrurtcr-lukan stcr-ilisasi dcDgaD nLrloklitf scbelUntnya I(alcrrir

srrhLr gldss bealr- [bLltimr] Belas) llya dapat ntencapai suhu

3(,0'C.

Cambar 8.2 Botol berisi akuades, alat-alatgelas, alat-alat diseksi, kapas,
atau kertas tisu harus dilutup dcDgaD plastik diikatkarets.belum

disterilkan

Ca mb a r 8.3 Co ntoh gldss bead sterilizer, alat pensteril alat alat diseksi

Aseprir . e7



slcrilis.r\i Ak l(t(]:; (lirtl Mc(ti:r t(uttur

, 
l\4cLlia kultut akuaclcs, ataLrpun l.lfutan laiu yarlt stabil jika

dipanaskan ulrumnyii clistel.ilisasi cl€
ttalam botor kultu4 iao,, ",'";;;;;;;;t:lJJ"lH:H::]I,iJ;pjastik- Kemudian, diautoklafpada suhu 1210C dan tekanan 1.2l<g/cm':. Lamanya sterilisasi bergantung pada volunie larutanper botol. Kebanyal<an media dalam botol kultur volumenya
antara 30-40 rnl/botoi atau < 100 ml dan untuk mensterilkannya
dipe|lukan waktu 15-20 menit. Guna mensterilkan akuades
acau carran yang volumetlya lebih besa
z riter.dipe;ru;n **,,i;il.;;:H:::l?;.i:'J,'T:A:]
peflu diingat vo[lme cairan yang disterilkan sebaiknya ticlakmelebihi Ta.dari volume botol agar cairan tidak tllmpah pacla
saat mendidih di dalam autoidaf: Sterilisasi cair.an yang bersifat
thermolabite fmenga]ami kerusakan
dirakutcan dengan ;""rr,,"uu",., *".'J,li r:,tJl:'ji::"ff,xTnitrocellulose, sejenis filter khusus
parriker hinssa < 0,22 vmi;;; ifi,t" $:H:f;:]::yang digunakan untuk menyaring harus disterilkan lebih dulu.Berikutnya, proses penyaringan dan pencarnpul11n dengan

i":p",":l media yang lain juga dilakukan secara aseptik didalam LAFC.

Paosedur peiranaman Eksplatr dan Subkultur secara
Aseptil<

Pekerjaan penanaman ekspran dan subkulfur ataupemindahan kultur dari media lama ke rledia baru harusdilakukan dalam kondisi aseptik. Stefilisasi dzrn subkultur
sebaiknya dilakul<an dt dalam Lomi
(GambarB.4J.o,",rorio'i"r*"niT"::;::,ir::i,;;';i:;i,
Eff[cienq, particLlote Alr] yang dapnr nrcny:rrit)g Dartikel diudara deDgan efisiensi tinggi, yailrr hil]gga 0,2 0,:l rDil{fol1.
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sclcl.rh dislIing, u(lar':l l)ofsilr solirnjUtltya ciihcntbuslc:rrr scca]'a

lllrDrlillirl l(e arall opcruLo1: PeImul<aan dinding n)aLrpun

rlojil LAFC Lrrnunnya dibuat dar-i bahen yang Lidak lnuclah

rlengakumulasi debu sckaligus nlikroorganisme dan mudah

dibersihkan.

Ganb?r 8.4 Teknik ascptikyangdikerjakan di LAFC

'Iata-cara penanamal eksplan dan subku]tur secara aseptik
di dalam LAFC adalah sebagai berikut:

1. Supaya udara yang lerhembus dari dalam ke alah operator
benar-benar bersih, sekitar 15 menit sebelum digunakan
LAFC harirs dinyaial<an terlebih dahulu.

2. Selama digunakan untuk peDanaman dan subkultur, LAFC

harus selalu dalam keadaan menyala, tidak boleh mati
walaupun harya sebentar. Apabila alimll listrik padam

beberapa lama, sebelum digunakan lagi, LAFC halus
dinyalakan lagi selama setidaknya 15 menit lagi.

3. Sebelum memulai pekerjaan aseptil! permukaan meja LAFC

disemprot dengan etanol 7001) ataLr spiritus lalu dilap dengan

dengan tisu.

rernir. BeIe,]o Asepr,r < 89



4. l\41'Drrrci baginn tangan hingga siku secara bersih
rncnggunakaD sabun berantiseptik dengan air keran. Lengan
sekaligus telapak tangan dibasahi dengan 7\a/o etanol dan
dibiarkaD kering terlebjh dulu [hati+atilah dengan nya]a apipembakar).

5. Peralatan tanam ataLl alat_alat diseKsl yang sudah disterilkan
dan semua bahan lmedia tanam, eksplan] djietakkan cli
bagian pinggir dalam LAFC. Setelah semuanya tersedia dan
siap digllnakan, nyalaka11 pembaka. splr_lrLls.

6. Sebelum digunakan, alat_alat diseksi yallg scbcluntny:r suclah
diautoldaf disterilkan dengan mencelupt(itnnyit l(e d.llam
950/0 alkohol fatau spiritlls] ]alu men)l)al(irfnyil clengan
pembal<ar spiritus. permukaan cawan pett.i yang hendak
digunakan dibasahi dengan 95% alkohol ntaU spir.itus lalu
bakar. pembakaran diulangj clua atau tiga l(ali l)it(lil sirit al(an
memulai penanaman ataupun subkultun Seboll l) (ligUnal<an,
ujung alat diseksi yamg baru dibakar dibiarkan r lrrlr r slrntpai
dingin agar bahan tanaman tidak rusak.

7. Ketika bekerja, posisi operator sebaiknya agilk jiIrl) (lari
LAFC. Namun demikian, diusahakan agar bolol kl|ltUr slcril,
media yang akan ditanami, dan bal
akarl ditanam/ditransfer diretak.n 

tanaDlillrslr'lilyilng

dengan rirte. Diusahakan,*". n"J;:j",l;]l;li _,1 li;'::il]
LAFC ke tempat kerja tidak terhalang sesuilt y,[tl] trrl.lk
steril.

B. Dalam melakukan penanaman dan subkultul; llurlt,tll Anrla
yang septik tidak menyentuh bagian apa pun y0nB j-'{,lt, r I us ya
tetap steril. Gunakan ujuDg pinset sterll yang s(\.i|l.it l)r,fliillit
dicelLrp ke dalam 9S0lo etaDol atau spiritus lalu (lil,ilk,!r

.qc * j<ultur 
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9. (;unrl(.llr gagang skalltcl slcril yirng nrata l)isrunyr l)rr-tl

digaulj untuk neDgiris bahan tananlan sleril. l(emudian,

letakkan bahan tanaman steril di permukaan cawan petri

Sterll,

10. Pegang bahan tanaman steril dengan ujung pinset lalu

iancapkan di media sterii dalam botol kultur. Sedemikian

rupa sehingga bagian yang harusnya steril tidak tersenluh

tangan atau kejatuhan inokulum. Penanaman atau subkultur
hendaknya dikelakan secepat mungkin lalu tutup kembali

botol kulturnya.

11. Pada saat membuka atau menutup botol kultur, sentuhkan

tangan hanya di bagian luar botol kultut dan letakkan tutup
botol di bagian meja LAFC yang mendapat hembusan udara

steril dari arah filter.

12.Jargan berbicara, apalagi berteriak atau menyanyi ketika
mengerjakan penanaman eksplan ataupun subkultur.Apabila

terpaksa berbicara, palingkan muka anda dari hembusan

udara steril.

l3.Apabila terpaksa harus dilakukan, akhirkan pekerjaan

subkultur untukyang terkontaminasi. Misalnya, untukkultur
yang terkontaminasi hanya pada medianya, tetapi tidak

tnengenai bahan tanamannya.

14. Setelah pekerjaan penanaman atau subl<ultur selesai, segera

bersihkan permukaan meja LAFC lalu semprot dengan 7070

etanol dan lap dengan tisu bersih. Yakinkan bahwa Anda

sudah mematikan pembakar bunsen atau spiritus.

15. Buang sampah pada tempatnya, jangan diletakkan

menumpuk di meja LAFC. KeluarkaD benda-benda yang

sudah tidak dibutuhkan dari LAFC.
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Tormulasi /ltledia Rul

Formulasi dan Komponen Media untuk Kultur Jaringan
Tanaman

Bagian tanaman yang dikulturkan in yitro memerlukan suplai
unsur hara yang lengkap, baik unsur makro maupun unsur mikro.
Di sampingitu, kultur in yitro tanaman memerlukan suplai energi
dalam bentuk gula untuk menjamin pertumbuhannya karena di
dalam kultur in vitro lajrr fotosintesis tanaman sangat rendah
atau tidak ada sama sekali. Berdasarkan formulasi, jenis, dan

konsenffasi g4ram-garam mineral, vitamin, serta bahan organik
lainnya, terdapat beragam formulasi media kultur jaringan

tanaman. Misalnya dari Knudson C. (Knudson, 1946), Vacin dan

Went (1949), Murashige dan Skoog [1962], Lloyd dan Mccown
(1981J, dan lain-lain. Apa pun formulasinya, umumnya media
kultur jaringan tanaman terdiri dari komponen-komponen
berikut:

1. Air, digunakan untuk melarutkan komponen media lainnya.

2. Hara mineml makro: N, P, K, Ca, Mg, dan S.

3. Ham mineml mikro: Cu, Co, Mo, Fe, Mn, Zn, dan B.

4. Sumber energi dalam bentukgula.

5. Beberapa vitamin [tiamin-HCl, piridoksin-Hcl, asam

nikotinat), zat organik lain [asam amino (glisin, pepton,

t ptonJJ, heksitol [mioinositol), dan poliamin.



6. l{ornplel(s oddendo l(adang,kadang ditambahkan, misalnya
air kelapa, ekstrak taoge, jus tomat, jus apel, jus wortel,
Lrubur buah pisang, d3n sebagainya.

7. Arang aktif terkadarg ditambahkan ke dalam media untuk
tujuan tertentu, misalnya pada pengakaran tunas, mengatasi
efek negatif browning, dan mendoroltg perkembangan
embrio somatil<.

B. Zat pengatur tumbuh, terutama sitokinin, auksin, atau
kombinasi keduanya digunakan untuk mengarahkan
pertumbuhan sekaligus perkembangan eksplan.

9. Pemadat media [jika digunakan media semipadat), seperti
bubuk agar-agar atau gelrife.

Air sebagai pelarut. Semua komponen media harus terlarut
dalam air: Oleh karena itu,l<ualitas airsebagai pelarulkomponen
media kultur harus benar-benar murni. Air sumut air pDAM,

dan air mineral umumnya mengandung l<ation, anion mineral
terlarut, partikel-partikel anorganil<, atau mikroorganisme
sehingga kurang sesuai digunakan untuk media kultur jaringan.
Kemudian, agar air dapat bedungsi maksimal sebagai pelarut
komponen-komponen media maka setidaknya air harus disuljng
atau dihilangkan ion-ionnya. Air suling atau alruades adalah
air yang dimurnikan melalui distilasi. Alat distilasinya disebut
drsril/dtor. Melalui alat ini, air dipanaskan hinggn mendidih lalu
uap air didinginkan dal1 terkondensasi menjadi air sLrling atau
air murni yang ditampung dalam suatu wadah.

Air bebas ion adalah air yang ion-ionDya dihilanBkan nlelalui
suatu resin penukar ion (exchonge resins) sehinllga kation
maupun anion yang terdapat di dalam air tergilntikan dengan
H' dan OH pada resir penukar ion. Cam deionisitsi ljepet.ti ini

ea *kultur J& ngqn
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tidak manrpu menghilangkan kontarninan organil(- 0leh karena

itu, kualitas sumber air masih berpengaruh terhadap kualitas air
bebas ion. ProsesReverse osmosls IRO) bila sebagian air didorong
menggunakan tekanan melalui membran semipermeabel dan

porsi lainnya dari air yang mengandung l<ontaminan dibuang.

Proses ini dilaporkan dapat menghilangkan 95rlo 99ol0 dari
kontaminan ion ion atau partikel-partikel organik dalam air

lpuretecwater.com). Saat ini, peralatan pemurnian air mela]ui
reverse osmosis dengan berbagai merek dagang banyak dijual di
pasar,misalnya Milli Rorn, MilliporerM, RO PurerM, BrackishWater
Reverse Osmosis Apparatus, PLlrePro@ Revelse Osmosis, Pureit
Unilever, dan sebagainya. Dalam praktik dset kultur lafingan,
air. paling sering digunakan adalah akuades atau akuabides lair
bebas ion yang didistilasi). Pada keperluar komersial produksi

bibit penggunaan air R0 atau air bebas ion dapat digunakan

dengan biaya yang lebih murah.

Hara makro dan mikro. Hara miDeral makro dan mikro
adalah hara mineral esensial yang diperlukan oleh tanamal
dalam jumlah banyak [makro) atau da]am jumlah sedikit

lmikro) untuk kelangsungan hidupnya, baik secara in viyo

maupun dalam sistem kultur ja ngan fin yir.o). HaIa makro
dalam kebanyakan formulasi media kultur jaringan tersedia
pada konsentrasi milimolar [mM), sedangkan hara mikro
terdapat pada konsentrasj mikromolar [[M]. Hara makro bagi

tanaman, yaitu nitrogeD [N), fosfor [P), kalium [K), kalsium [Ca),
magnesium (Mg], dan sulfur [S). Nitrogen biasanya disuplai
dalam bentuk ion NHa* maupun NO?, misalnya dalam beDtuk

NH4NO3, KNO3, NH4S04, dan Ca[N03],.4HrO. Namun demikian,
kadang-kadang juga diberikan dalam bentuk addenda kompleks
berisi N-organik, seperti campuran beberapa asam amino
(casein hidrolisat, pepton, dan tripton]. Suplai fosfor umumnya



diberikan dalarr bentuk garan KH,PO1 atau NaHzPOa, l(alium
dalam bentul< galam KCI atau KNOr atau KH,PO1, kalsium
dalam benluk garam-garam CaCI,.2Hr0 atau CaINO.],.4H?0, dan
magnesium maupun sulfur dalam bentuk MgS04.7HrO.

Dalam berbagai formulasi media kultur jaringan, unsur-
unsur hara mikro umumnya diberikan dalam bentuk HrBO3,

CuSO,.5H,O, NarMoOa.2H,O, MnSOa.HzO, ZnSOr.ll,O, CoC],.H,O,
darl FeSOa.THrO. Kemudian, agar dapat larut dan tersedia bagi

lanaman, FeSOr.THrO dicampur dengan senyawa pengkelat,
yaitu NaEDTA.

Gula sebagai sumber energi. Kebanyakan bagian
tanaman yang dikulturkan in yitro tidak autotrofik. Eksplan
ataupun jaringan tanaman dalam kultur in yltro tidak dapat
berfotosintesis secara efektif karena berbagai alasan. Beberapa
alasaD tersebut misalnya jaringan eksplan tidak men1pul1yai atau
mengandung sedikit klorofil, ukurannya terlalu kecil, intensitas
cahaya yang diterima terlalu rendah, keterbatasan per.tukaran
gas yang mengakibatl<an keterbatasan ketersediaan CO, dalam
botol kultuf atau jaringan tanaman belum terorganisasi secara

sempurna. Oleh karel1a itu, kebemdaan gu]a dalam media kultur
sangat penting sebagai sumber energi untuk pertumbuhan
sekaligus perkembangan eksplan dan jaringan tanaman yang

dikulturkan. Gula yang paling sering digunakan adalah sukrosa
(disakarida dari glukosa dan ftuktosa], yang merupakan gula
utama yang ditranslokasikan dalam floem. Sukrosa digunakan
dalam media pada kisaran konsentrasi 20,60 g/1. Pada kultur
anggrek dan berbagai tanaman berkayu sering kali digunakan
20 g/1. Namun demikian, untuk kultur tunas berbagai tanaman
biasanya digunakan 30 g/1, sedangkan untuk krLltur embrio
digunakan l(onsentmsi > 30 g/1. Jenis gula yang lain, seperti
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glul<osa,,raltosa, rafinosa, dan gula alkoltoljuga dapat digunakan
sebagai sumber energi.

Vitamin, asam amino, dan addenda organik kompleks.
Vitamin adalah senyawa organik merupakan kofaktor enzim
yang sebagian di antaranya esensial bagi proses metabolisme
tanaman. Vitamin yang sering digunakan dalam formulasi
media kultur adalah vitamin 81 [dalam be[tuk tiamin HClj
0,1-5 mglll, vitamin B6 [piridoksin-FICI;0,1-1 mg/]1, vitamin
83 lasam nikotinat atau niasin; 0,1-5 mg/l), vitamin 89 atau
vitamir M [asam folat; 0,1-0,5 mg/l], vitamin H [biotin; 0,01-1
mg/ll, vitamin 82 [riboflavin; 0,1-10 mg/l), vitamin 85 [asam
pantothenat; 0,5-2,5 rng/]J, vitamin C [asam askorbat; 1-100
mg/ll, dan vitamin E [tokopherol, 1-50 g/t]. Tiamin esensial
untuk metabolisme karbohidrat dan biosintesis asam amino.
Piridoksin dan berbagai vitamin lain diduga berperan baik
secara langsung naupun tidak langsung sebagai koenzim
dalam berbagai reaksi metabolisme. Niasin berperan dalam
pembentuka11 koenzim yang terlibat dalam respirasi.

Beberapa j'enis asam amino, seperti glisin, L-glutamin, dan
asparagir terkadang juga ditambahkan ke dalaln media sebagai
sumber nitrogen organik. Hal ini terutama untuk induksi,
pemeliharaan, dan pendewasaan embfio somatik. FormLllasi MS

[Murashige dan Skoog, 1962), misalnya menggunakan 2 mg/l
giisin sebagai sumber asam amino. Glisin esensial untuk sintesis
basa purin dan merupakan komponen esensial dari cincin
porfi n pada klorofil-

lDositol Imisalnya mioinositol atau mesoinositol] adalah
heksitolatau gula alkoholyang sering kali digolongkan ke dalam
grup vitamin B kompleks berperan dalam sintesis fosfolipida,
senyawa pektin pada dinaling sel, dan sintesis sistem membran



Lli siloplasDra. l\4io ir)ositol banyak berpeugafuh positil pada
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ditambahkan ke lneclia kultur pada kisaran 50-200 mg/I.

Addenda org.\t1tk kompleks adalah sekelompok bahan
organik fnrisa]nya air kelapa nuda, ekstrak ragi, ekstrak malt,
jus jeruk, jus wortel, jus kecambah, jLls nanas, jus wortel,
bubul pjsang, dan sebagaiuyaJ yang sering digunakan sebagai
suplcmer) pada media kultur jaringan tanatnan. Pada banyak
penelilian, penambah:rn bahan dddendd organik tcrbukti
berpenganlh positif ferhadap pct tulnLluhan dan pc] kentbangan
kLlltur. Di sanilil1g itu, bebcrapa protein hidrolisat [seperti cascirl
hidrolisat) dan hasil pengr.l|iiian enzimatik proteill hcwalli,
seperti pepton dan h'ipfon [campuran clari 18 20 asarn alnil1o

dan amoniunr), dapat digunakan sebagai suplene|r sumbcr
N organik karena tcrbukti dapat mcrangsang pertutrbllhan
tanaman yallg dikulturkan.

Arang aktif- AIarg akfif adalah suaru bentuk khusus karbon
yangtersusun darj butil an kristalnlikro sangat kecil, l)orus, tidak
berasa, dan mempunyai jaringan pofi pori saugat kecil selialigus
banyak- Oleh sebab jtu, mempunyai kapasitas penycrnpau J,ang
anat tinggi tcrhadall koloid padatan, gas, dan bahkan b:rLr. Ar.alrg
aktif 0ncrupakan non-selective absorbentl serillg dit.|nbahl{an
ke dalanr lnedia kultur jaringan tanamall rlcnqan tUjLlan

menrberikan lingkungall gelap pada ntedia kultutt t cnilir(isorpsi
atau mcnyerap senyawa-scnyawa penghambal ljoflutnbUh:]n,
menyel-ap zaL pengatur turnbult pada kultur tirl;U)rirr) r/t yltr?r,

lnclepaskan sellyawa-senyawa yang nlerangsJnil In()t lol1onarsis,

dan mengatul pll nedia menjadj optimum UnlUk ntorli)gellesis

[Pan & van Staden, 1998; 'l homas, 2008].

Zat Pengatur Tumbuh {ZPT). Z:rt peng.tur tLrnrbLrh .r(l.rl.rh

senyawa organik bukan hala yang dalam l(onscntlasi rcndirll
dapat nlemengaruhi pertumbuhan dan perl(cnlbangan taranlrn.
ZPT yang disintcsis oleh tanaman disebut ljtohormon atau

hornron tanarnan. l(eber.adaan ZPT dalam media kultul sangal

pentingkarena peranannya dalam rnenclorongatau mengharnbal

pertumbuhan dan mencntukan arah perkembangan eksplan

maupun bahan tanaman yang dikullLrrkan. L;ma kelompok ZPT

klasjk yang dikenal memengaruhi fisiologi tanaman adalah

auksin, giberelin, sitokinin, asam absisat, dan etilen. Namun

demikian, yang paling sering digunakan dalam kultur jaringan

tanarnan adalah auksir dan sitokil1i11.

Sitoki11i11 ada]ah ZPT yang pada level sel tanaman merupakan
perangsang sitokincsis atau pembelahaD sel, n1erangsang

pembentukan kloroiil, dan nlenghambat seneseis. Sementara

itu, paala level organ berfungsi untuk merangsang pembcntukan

tunas, menghambat pembentul(an akat dan meningkaLkan

aktivitas sin/r llerdasarkan struktrr kimianya, ada dua
jenis sitokinin, yaitu sitokinin derivat adenin (adeline-type

cytokinins) dan sitokinin derjvat fenil-urca (phenyl ured type

cyfolrinirrJ. Contoh sitokinin derivat adenin adalah benziladenin

[BA) atau benzi]arninopurin IBAP], kinetir,2iB zeatir, dan

zeatin ribosida. Semeltara itLr, contoh sitokinin dcrivat fenil'
Lrrca adalah thidiazulon IIDZJ dan Cl'l'U- Sitokinin umumnya
ditalnbahkan ke dalaln media kultur; baik secara scndiri
maupu[ dikombiDasikan deDgan auksin uutu]( mcrangsang

pembentulGn tunas al(silal-, tunas adventif, kalus, alau embrio
somatik. Auksin yaDg sering digunakan adalah indoledcetic acid
(lAA), indolebutyric d.id 0BA), naphthalenedcetic dcid INAA],
2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), dan piclordn. IAA, NAA,

atau IBA ditanrbahkan ke dalam rnedia dalam konsentrasi

: ]. |:i . i,. ]..i..' ii{fii;:



rendah dil<olnbinasil(an dengan sitokinin. Sitokinin maupun
auksin yang ditambahkan ke media adalah pada kisaran 0,01-
10 mg/I, tergantung pada tujuan pengulturan, spesies tanaman,
dan jenis ZPT Namun demikian, jika ZpT diberikan bersamaan
dengan pemberian arang aktif, misalnya untuk menginduksi
kalus pada eksplan daun l<elapa sawit, konsentrasi aul<sin yang
digunakan bisa mencapai 100 mg/l [yusnita & Hapsoro, 2011].

Formulasi Media Dasar untuk Kultur In yitro Tanaman

Beragam formulasi media dasar yang digunakan sekarang
ini, terlepas dari kesamaan komponen penyusunnya,
mengandung garam-garam mineral, vitamin, dan bahan organik
dengan konsentrasi berbeda-beda. pertumbuhan maupun
perkembangan eksplan dan bahan taDaman yang dikulturkan
in vitr"o sedikit banyak dipengaruhi oleh formulasi media dasar
yang digunakan. Media dasar tertertu dilaporkan lebih sesuai
untuk jenis jenis tanaman tertentu. Sebagai contoh, Vacin dan
Went [1949] dan KnudsoD C. adalah media dasar yang ditujukan
untuk pengulturan anggrel! Euwens [1979) lebih sesuai uDtuk
kultur in yifro kelapa, Woody plant Medium (WpM, Lloyd,
& Mccown, 1981J ditujukan untuk kultur in yltro tanaman
berkayu, dan sebagainya. Pada Tabel 9.1 disajikan fornulasi
garaln mineral, vitamin, dan bahan oraganik MS (Muraslrige &
Skoo& 1962.). Resep media MS ini sejak dipublikasi hingga kini
telah terbul<ti cocok digunakan secara luas untuk pengulturan
berbagai tanaman. Dalam formulasi MS tersebLlt terdapat
sumber hara mineral makro, hara mineral mikro, sunlber energi

lumumnya sukrosa], beberapa jenis vitamin, dan bahan organik
lain [seperti asam amino g]isin atau gula aikohol mioinosirol).
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'lrbel 9.1 l.(r-nulasi garam miDeral, vitamin, dan bahan organik MS
(Murashige & Skoog, 1962)

Rumus Kimia Nama Bahan Kimia Konsentrasi

tms/l)

NH4NO3

KN0r

MgSO..7ll,0

KH,PO1

CaCl,.4H,O

HrBOr

MnSOl.H:O

ZnS01.7H,O

KI

Na,MoO{.2H,O

CuSO1.5H,O

Cocl,.H,o '

FeSo+.7H,0

Na?EDTA

c,?H,!cl,N1os

c. H-NO.

caHr?ciNo.

Nl.t,-cH,-c00rl

c-H_-o.

cr?H,u oI

Kalium nitrat

Magnes jum sulfat heptahidrat

Potassium dihidfogcn

orlhophosphate

Calcium chloride tetra hidrat

Manganese sulfat mono hiclrat

Zink sullat hepra hidrat

Kalium iodida

Disodium m olibdat dihidrat

CuprisLrifat pe ntah idrat

Cobalt chloride monohidrat

Ferfosulfat

Disodium EDTA

Tiamin-HCl [Vitamin B1)

Asam Nikotmat Inia.in]

Piridoksin Hcl [VitamiD 86]

Gjisin

14ioinositol

sukr0sa fsula pasir]

1650

1900

370

170

440

6,2

16,9

u,6

0,83

0.25

0,025

0,025

27,8

0,1

0,5

0,5

2,D

100

30.000
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Guna mernbuat satu liter media MS diperlukan akuades
untuk melarutkaD semua bahan kimia yang terdapat dalam resep
tersebut. KeInudian, masing-masing pada konsentrasi tertentu,
seclemikiaD rupa sehingga volume akhir dari larutan media
.ldalah 1 liter. Perlu dicatat bahwa resep formulasi MS di atas
adalah media dasar. Jadi, belum clitambah dengan zat pengatur
tumbuh guna mengarahkan pertumbuhan dan perkembangan
kultur untuk beregenerasi dengan pola regenerasl tertentu.

Berikutnya, untuk membuat media pengincluksi tunas in
yifro, media dasar MS tersebut perlu ditambah dengan ZpT
sitokinin, misalnya ditambah dengan 2-S mg/l BA. Apabila yang
diperlukan adalah media penginduksi akar maka media dasar
MS perlu ditambah dengan auksin, misalnya 1 mg/l IBA atau
0,5 mg/l NAA. Seteiah semua kompollen media terlarllt secam
homoge!, larutan media diatur pH-nya menggunakan pU mcter
menjadi 5,7-5,8. Apabila larutan media semula bercal(si asam
maka sedikit demi sedikit larutan media ditetesi dcngaD KOFI
alau NaOH hingga pH larutan menjadi 5,8. Apabila lir.0tan nedia
semula bereaksi basa maka sedikit demi seclikit lill.utaD mcdia
ditetesi dengarl HCI hingga pH larutan menjadi S,{}.

Setelah pH larutan media diatur menjadi 5,8 rDirkir lirngkah
seianjutnya dari pembuatan media adalah nrcllll)cr-i l)cnraclat
media. Pemadat media yang se ng digunakil irrl.tlirh bubuk
agar-agaf selain itu bisa juga digunakan gcr.rtr ittt.t\t plryIuadr.
Blrbuk agar umumnya digunakan pada konsclttrir:;i 7-U fl/I,
sedangkan gehite atau phytagar pada konsoDtr-ilsi i,S-.1,5 g/1.
(;lrnir melarutkan bubuk agar clalaln inrUli:ll Ilr\li;1, l)ubuk
,rll.l| ditambahkan ke larutan media yang (lifi!lirskl l hjDgga
ttrr,rrdiclih sambil diaduk supaya semua hubLtk ilgi .illilu r{rrlre

t, ulllI Tarinqatl

larut. Setelah larutan media dan agar-agar mendidih, larutan
media yang sudah mengandung agar agar itu selagi masih
panas harus dituangkan sejunlah volume tertentu ke botol-
botol kultur yang sebelurnnya sudah dicuci bersih. Apabila
botol kultur sudah berisi larutan media+agar-agar; botol
ditutup dengan plastik tnnsparan ataLl tutup botol plastiknya.
Berikutnya, disterilkan dengan autoklaf kurang lebih selarna
15 menit pada suhu 1210C dan tel<anan 1,2 kg/cm,. Media yang
su dah disterili sasi diangkatdan diletakkan di rak-rak penyimpan
media untuk dibiarkal beberapa hari hingga dua minggu guna
mengecek apakah media tetap steril. Media yang ste.il ftidak
lerkontaminasi mikroorganisme) selanjutnya dapat digunakan
untuk penanaman eksplan maupun subkultur.

Perlunya !i,lernb at Lar-tan Baku (Larui.' Siok)

Media tumbuh untrik teknik l<ultur in yifro sebagaimana
pada contoh di atas terdiri dari bebeaapa komponen, yaitu hara-
hara makro, hara-hara mikro, bahan-bahan organik (meliputi
vilarnin, asam amino, serta heksitoi], sumber energi [berupa
gula_), dan sering kali Zat Pengatur Tumbuh [ZPT]. Formulasi
media yang sefing digunakan unluk pembiakan taltaman in yitro
di antaranya adalah MS [Murashige dan Skoog 1962), WpM

{Woody Plant Medium-Lloyd & Mccown, 1981), LS [Linsmaier
dar Skoog, 19651, dan sebagainya.

Oleh karena komponen media terdiri dari banyak senyawa
anorganjk maupun organik serta dalam jumlah beragam maka
apabila ditimbang satu per satu sering kali menjadi tidak efisien
dan tidak plaktis. Bahl<an untuk beberapa senyawa seperti
vitamin dan beberapa unsur mikro tidak mungkin dilakukarl
penimbangalnya satu per satu karena terla]u kecilnya

roim!rcsiMe.ri. i1iI!, * t Ur3



l(onseDtlasi. oleh karena itu, pembuatan lalutan baku (jtock
.so/&tion) untuk beberapa konponen media merupakan suatu
keharusan. Sementara itu, untuk beberapa komponen yang lain
dapat mempermudah pekerjaan pembuatan media.

Larutan stok atau larutan baku dibuat beberapa kali Iebih
pekat [misa]nya 10x,20x,50x, 100x, atau 1000x1 daripada
konsentrasinya dalam suatu formulasi media, aftinya sesuaj
dengan kebutuhan. Beberapa zat kimia dapat dijadikan satu
untuk tujuan kepraktisan asalkan tidak terjadi endapan.
Misalnya, Iarutafl stok makro MS yang berisi amonirm nitrat
[NHrNO.), kalium nitrat IKNO3), kalium dihidrogenfosfat

[KHrPOa], dan magnesium sulfat (MgSOa.7H,O). Scturuhnya
dibuat 10x atau 20x lebih pekat dadpada yang terdapat
pada formulasi MS sehingga dalam penggunaannya natlti
dibutuhkan 100 ml fjika larutan sto]<nya 10x lebih pekat) atau
50 ml ljika larutan stokDya 20x ]ebih pekat) per liter media.
Pada komponen vitamin dan hara mikro larutan stok sering
kali dibuat sangat pekat, misalnya 100, 500, atau 1000x lebih
pekat dari yang terdapat dalam media MS. Dengan denikian,
dalam penggunaannya untuk membuat media diperlul(aD 10 ml

[untuk stok 10oxJ, 2 lnl (untuk stok 50OxJ, atau 1 ml IUDtuk stok
1000xJ per liter media yang dibuat. Hal ini terlrtarra supaya
penimbangan zat tersebut dapat dengan mudah (lililkul<an,

artinya tidak terlalu sedikit sebagaimana yang tcr-(llll)itt pi)da

formulasi medianya.

Pembuatan Larutan stok Hara Makro Murtshigc rl:rtl Sko(ig

[1962) dengan Konseltrasi 10x Iormulasi MS

Guna membuat 1 Iiter larutan stok mal<to yi|lrg l)orisi
NHlNO?, KNO3, KH,POa, dan MgSOa.TH,O padn konscl|lflsi 10x
yang terdapat di media MS, prosedurnya ada)ah scbrrlirri lrr.r.ikut:

10A *l<ultur ).trinqan

l. finrbi||rB Nll,N0,, KNOJ KHrPOa, dan MgSO4.THrO sebanyak

yang dibLrtuhkan untuk membuat 1 liter larutan stok 10x

MS, sebagaimana pada Tabel9.2.

2. Siapkan gelas piala yaDg sudah diisi dengan akuades sekitar
500 ml.

3. Siapkan labu ukur atau gelas ukur berkapasitas 1000 ml.

4. Masukkan dan ]arutkan satu demi satu komponen hara

malrro yang sudah ditimbang, misalnya masukkan NHaNO3

ke dalam gelas piala berisi akuades. Kemudian, aduk hingga

homogen, dilanjutkan dengan pelar[tan bahan kimia yang

lain satu demi satLr sampai keempat komponen sumber hara

makro di atas terlarutkan.

5. Masukkan larutan stok ke dalam labu ukur lalu tambahkal
akuades hingga volume akhir 1000 m1.

6. Tutup labu ukut lalu kocoklah larutan tersebut dengan

membolak-balikkan labu ukur hingga larutan homogen.

Apabila yang aDda gunakan untul< menera hingga 1000 ml

adalah gelas ukut tuangkan kembali larutan yang sudah

ditem ke dalam gelas piala lalu aduk hingga homogen.

7. SimpaD larutan dalam botol sekaligus beri label [nama stok

fhara makro 10x MSJ, fangga] pembuatan, volume stol< yang

diperlukan untuk membuat 1 liter media, dan nama yang

membuat larutan].

'fabel9.2 Konponen hara makro sekaligus konsentmsinya pada
formulasi tllS dan pada larutan slok 10x MS

Komponen Konsentrasi di Konsentmsi Lanttan
Media lvledia Ms (D|g/l) stok (rne/l) rox MS

1_ NH4 NO3

2. KNOj

3. KH?PO{ 170
4. MgSOr.7 H:O 31O

1 650
1900

16 500
19 000
1700

3700

rorfrurosr Medro Kurur .- 105
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Pembualiln Larutan Stok CtrClr.4ll,O l tl0x Formula sr -\ 1l;

Konsentrasi CaClr.4HzO yang teldapat dalam formulasi
media MS adalah 440 mg/I. Oleh karena itu, untuk membuat 1

liter larutan stok yang kepekatan[ya 100 ka]i diperlukan 100 x
440 mg= 44000 mg= 44 g Caclj.4Hr0. Apabila larutan stokyang
dibuat adalah 500 ml maka kebutuhan CaClr.4H,O adalah 22 g.

Berapa banyak larutan stok yang akan dibuat tergantung dari
kebutuhan laboratorium, misalnya bisa 500 ml, 1]itel 10 liter,
atau 100 liter. Prosedur memhuat 1 liter.larutan stok CaClr.4H,O

100x MS adalah sebagai be kut:

1. Timbang CaC1,.4H,O sebanyak 44 g.

2. Siapkan gelas piala yang sudah diisi dengan akuades sekitar
600 ml.

3. Siapkan labu ukur atau gelas ukur berkapasitas 1000 ml.

4. Masukkan Caclr.4H,O yaDg sudah ditimbang (44 gl ke dalam
gelas piala berisi akuades dan aduk hingga homogen.

5. Masukkan larutan stok ke dalam labu ukur 1000 ml lalu
tambahkan akuades hingga volume akhir 1000 ml.

6. Kocok atau adul< larutan hjngga homogen.

7. Simpan larutan dalam botol sekaligus be label lnama stok

[Cacl,.4H,0 100x MS), tanggal pembuatan, volume stokyang
diperlukan untuk membuat 1 liter media [10 m1], dan nama
yang membuat larutanJ.

Pembuatan 100O Mililirer Larutan Stok Har:r Mikro 10t)a)!
MS

Dalam formulasi MS terdapat delapan senyawa yang
mengandung hara mikro (HrB03, MnSOa.Hr0, ZnSOj.7Hz0, KI,
NarMoO,.2H,0, CuSO1.5Hr0, CoCl,.H?O, FeSOa.7H,0, dan satu

i
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zat pengkelat (Na,EDTA). Larutan baku Fc dan pengkelatnya

umumnya dibuat terpisah dad unsur hara mikro Iainnya untuk
menghindari pengendapan. Dilihat dari konsentrasi dalam

media, H3B03, MnSOl.Hr0, dan ZnSOa.THrO berada dalam kisaran
6,2-76,9 mg/|. Sementara itu, KI, NarMoOa.2H,0, CUSO{.sH,0,

dan CoCl,.ll,O dalam kisaran konsentmsi jauh lebih kecil, yaitu
0,025-0,25 mg/]. Ketujuh senyawa sumber hara mikro ini dapat
dibuat dalam satu larutan stok atau dibagi dua, yaitu mikro A
berisi H.B0., MnSO{.H,0, ZnSO1.7H,0 dan mikro B berisi KI,

Na?MoO1.2H,O, CuSOa.5H?0, CoCllHrO. Kemudiar, mana yang

dipilih tidak menjadi masalah asalkan tidak terjadi pengendapan

dalam pembuatannya. Dalam contoh befikut [l'abel 9.3]

djsajikan daftar sekaligus konsentrasi senyawa senyawa kimia
mengandung hara mikro yang diperlukan untuk membuat
media MS dan diikuti dengan prosedur pembuatan larutan
slok hara mikro, di mana ketujuh komponennya dijadikan satu.

Perlu diilgat, senyawa FeS04.THrO yang juga termasuk dalam

hara mineral mikro tidak disatukan pembuatannya dengan hara

mikro lainnya l<arena untuk menghindarj pengendapan.

Prosedur:

1. Timbang masing-masing bahan kimiai HrB0r, MrSOa.Hr0,

ZnSOa.7Hr0, KI, Na,MoOr.2H20, CuSOa.5H,0, dan CoCl,.H,O

sebanyak yang dibutuhkan untuk membuat 1 liter larutan
stok 1000x MS fTabel 9.3J. Siapkan geias piala yang sudah

diisiden8an akuade. spkildr 600 ml.

2. Siapkan labu ukur atau gelas ukur berkapasitas 1000 m1.

3. Masukkan dan larutkan satu demi satu komponen hara

mikro yang sudah ditimbalg, misalnya masukkan HrB03 ke

dalam gelas piala berisi akuades laLr aduk hingga homogen.

Berikutnya, dilanjutkan dengan pelarutan bahan kimia yang



lain (MnSOa.Hr0, ZnSO,.7H,0, KI, Na,MoOa.2H,O, CuSO4.5H,0,

dan CoCl/H,O) satu demi satu sampai ketujuh komponen
sumber hara mikro di atas terlarutkan.

4. Masukkan larutan stok ke dalam labu ukur 1000 ml lalu
tambahkan akuades hingga volume akhir 1000 ml.

5. Tutup labu ukul bolak'balikkan labu ukur atau tuangkan
larutan stok yang sudah ditera ke dalam geias piala 1 liter.
Aduk hingga larutan homogen.

6. Simpan larutan dalam botol Scott dan beri label [nama stok

[stok hara mikro 1000x MS), tanggal pembuatar, volume
stol< yang diperlukan untuk membuat 1 liter media [1 ml),
dan nama yang membuat larutan).

Tabel9.3 Komponen hara mikro MS, konsentfasinya dalam media dasar
dan dalam larutan srok 1000x MS

Komponen KonsetrFasi di Konsentrasi dalam
No ru"ai,1,ng7r) ru"Ji" ruain.eJu Larubn stok rooof

Ms (msll)
6 200

16 900

I600
830

250

25

2S

1. I.I.B03 6'2

2. MnSOa.H2o 16,9

3. ZnSOa.7H,o a,6

4. Kt 0,83

5. Na,MoOa.7H,O 0.25

6. CuSO,.5H:O 0,025

7. CoCl,H,O 0,025

Pcmbuatan 1 Liter Stok Sumber Besi (FeSO4'7H,O dan

Na,ED'IA) pada Konsentrasi 100x Formulasi MS

Guna membuat larutan stok Fe, prosedurnya adalah sebagai

berikut:

1. Timbang FeSOn.THrO dan Na,EDTA sebalyak yang

dibutuhkan untuk membuat 1 liter/1000 ml larutan stok Fe

100x MS sebagaimana pada Tabel 9 4'

2. siapkan dua gelas piala berkapasitas 1000 ml yang masrng-

masing sudah diisi dengan akuades sekitar 400 ml dan

siapkan labu ukur atau gelas ukur berkapasitas 1000 ml'

3. Masukkan sekaligus larutkan Fesoa THro dan Na,EDTA ke

dalam gelas piala yang berbeda, aduk hingga homogen

4. Tuangkan larutan NaTEDTA sedikit demi sedikit ke dalam

larutan FeS0a 7H,o sambil diaduk

5. Masukkan larutan stok ke dalam labu ukur Tambahkan

akuarles hingga volume akhir 1000 ml Larutan stok Fe yang

homogen adalah berwarna kuning muda dan bening tanpa

endapan. .
Tutup labu uk-ur lalu kocoklah larutan tersebut clengan

membolak'balikkan labu ukur hingga larLltan homogen'

Apabila yang Anda gunakan untuk menera hingga 1000 ml

adalah gelas ukut tuangkan larutan ke dalam gelas piala'

Aduk hingga homogen

Simpan larutan stok Fe di botol berwarna kuning gelap atau

labu Erlenmeyer yang dibungkus alfoil agar tidak mudah

teroksidasi. Beri label tanggal, nama stok Fe, 100x MS'

penggunaan untuk 1 liter media [10 ml], dan nama yang

membuat,

7.
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lxbrl')..1 Komponen sumber besi, konsentrasinya yang terdapat di
media MS, dan datanl laruran stok 100x MS

Komponen
Media Ms

Konsentrasi KonsenFasidalam
dalam Media Larutan Stok 100x MS

tme/l) (rnc/l)
1.

2.

f'e SOr.7H,0

Na,EDTA

27,4

37,3

2740

3730

Ponlhuatar I Liter atau 1000 Mililiter Stok Vitirmitr
(Tiarrin-llCl,Asem Nikotinat, Piridoksin-HCl, dall tilisin)
l00r MS

Prosedur pembuatan larutan stok vitamin 100x MS adalah
sebagai berikut:

t_

2.

3.

4.

Timbang tiamin-HCl, asam nikotinat, piridol<sin-HCl, dan
glisin sebanyak yang dibutuhkan untuk membuat 1000 ml
larutan stok vitamin 100x MS [Tabel 9.5).

Siapkan gelas piala 1000 ml yang sudah diisi dengan
akuades sekitar 600 ml.

Siapkan labu ukur atau gelas ukur berkapasitas 1000 ml.

Masukkan danlarutkan satu deni satu vitamin yang sudah
ditimban& misalnya masukkan tiamin-HCl ke dalam gelas
piala berisi akuades lalu aduk hingga homogen. Lanjutkan
dengan pelarutan zat-zat lainnya fasam nikotinat,
piridoksin, dan asam amino glisin) satu demi satu sampai
keempat vitamin di atas terlarutkan.

Masukkan larutan stok ke dalam labu ukurlalu tambahl<an
akuades hingga volume akhir 1000 ml.

Tutup labu uku4, lalu kocoklah larutan tersebut dengan
membolak-balikkan labu ul<ur hingga larutan homogen.
Apabila yang Anda gunakan untul< menera hingga 1000 ml

5.

11r -Xultur ].rr;nqan
trrh!rc. 

^1edio 
Kul,ur .< 111

adalah gelas ukut tuangkan larutan I<e dalam gelas piala

lalu aduk hingga homogen.

7. Simpan larutan dalam botol Scott atau labu erlenmeyet
beri label [nama stok fvitamin 100x MSJ, tangga]

pembuatan, volume stokyang diperlukan untuk membuat

1 liter media, dan nama yang membuat larutan].

'fabei l.!i Komponenvitamin sekaligus asam amino, konsentrasiDya
dalam media MS, darl larutan stok 100x MS

Komponen
Media

XoNentasi di
dalam Media US

(nsA

Kortse rasr dalam
Larutan Stok lOOx MS

tmc/l)
1.

2.

3.

4.

Tiamin-HCt

Piridoksin-BCl
Glisin

0,1

0,5

0,5

2,O

10

50

50

200

Pemliuatan 1 Liter Larutan Stok M;oiltrrilol :l01{ MS

Konsentrasi mioinositol yang terdapat dalam formulasi

media MS adalah 100 mg/I. Oleh karena itu, untul< membuat 1

liter larutan stok yang kepekatannya 10 kali diperlukan 10 x 100

mg=1000 mg atau 1g mioinositol

Prosedur:

1. Timbang mibinositol sebanyak 1 gram.

2. Siapkan gelas piala [1000 m]) yaDg sudah diisi dengan

akuades sekitar 500 ml.

3. Siapkan labu ukur atau gelas ul<ur berkapasitas 1000 ml.

4. Masukkan mioinositol yang sudah ditimbang ke dalam gelas

piala berisi akuades dan adukhingga homogen.

5. Masukkan larutan stok ke dalam labu ukur 1000 ml, lalu

tambahkan akuades hingga volume akhir 1000 ml.
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1,.

7.

l(()cr)k irtirr ir(luli hf utirn hiugga hotnogen.

Sinrl)an lallltan dalaln botol Scott sekaligus beri label [nama
sLok (mioinositol 10x MS), tanggal pembuatan, volumc stok
yang dipellllkan untuk membuat 1 liter media, dan nama
yang nembuat larutanJ.

i' ,ir1rLi.!ini! I -ir,trirn 5lr'ii ZI,l'

Zat pengatur tumbuh yang ditambahkan ke rnedia
kultur umuntnya pada konse[trasi rendah, yaitu pada kisaran
1- 40 pM atau 0,1-10 mg/]. Larutan stok ZPT dapat dibuat pada
konsentrasi milimolar [nlM) maupun mg/l tergantung pada
kebLrtuhan. Sebagai contoh, jika konsentrasi benziladenin IBA)
yang digunakan untuk perbanyakan tunas adalah pada kisaran
2 5 mg/I, larutan stok BA dapat dibuat pada konsentrasi 100
hingga 200 mg/]. Apabila penggunaannya pada konsentrasi
5-10 FM maka larutan stok dapat djbuat pada konsetltrasi 1 M

[alau 1000 [M). Den1ikian juga halnya dengan Iarutan stok 1,4,\,

NAA, atau IBA.

Beril<utnya, yang pcrlu nleldapat perhatian ada]ah bahwa
kebanyakan ZPT pada un1umnya tidak larut dalan ait: SitokiDin

[BA; kinetin; zeatin; dan 2,i-P) bereaksi basa sehingga untuk
melarutkannya diperlukan asam, misalltya HCI 1N. Senrentara
itu, auksin 0AA; NAA; IBA; 2,4-D; dan picloraml hereaksi asarn

sehingga Llntuk melarutkannya diperlukan basa, nlisalnya NaOH

1N. Guna membuat l liter larutan BA pada konsentrasi 100
mg/], l1lula mula timbanglah 100 mg BA. Tempatkan BA di salah
satu sisi gelas piaia lalu tetesi bubuk BA dcngan 12 ml IlCl lN
dan aduk sedemikian rupa sehingga scmua bubuk BA terbasahi
dcngan HCl. Setelah itu, tambahkan akuades sambil diaduk

fdengan mdgnetic stirer) sampai homogen daD tera hingga
volume al<hir 1 liter dengan labu ukur

. littii]t )t;i itii,.r,

Cund Dlernbual 1 litcr- larutan 11lA p.da kouscnttasi l(J0

mg/I, mula-rnula timbaDglah 100 rrrg IBA. Tempatkan lLlA di

salah satu sisi gelas piala Ialu tetesi bubuk IBA dengan 12 ntl
NaOH 1N dan aduk sedenlikian rupa schingga semua bubuk IBA

terb.ts;rhi dengan Na0H. Setelah itu, tambahkan akuades sambil

diaduk [dengan maqnetic stirer) sampai homogcn dan tera
hiDgga volume akhir 1 liter dengan labu ukur

Pada prinsipnya, penambahan HCL 1N atau NaOH 1N
hanya dirnaksudkan untuk melarulkan ZPT Oleh karena itu,
l<onsentrasi akhir dari asam alau basa tersebut tidak boleh
melebihi konsentmsi ZPT supaya tidal( menyebabkan pengaruh

negatif pada tanaman yang dikuliulkan. Sebagai patokan,

penggunaan HCI 1N atau NaOH lN untuk melarutkan ZPT

maksimum adalah sebaly.tk 0,3 ml untuk 10 mg ZPT jadi, jika
yang dilafutkan adalah 200 mg ldnctin maka kebutuhan HCI

maksimum sebanyai< 6 ml. Artinya, akan lebih baikjika digunakan

3-4 ml HCI 1N karena Iarutal1 kiletin sudah homogen.

Pera(ikan Merlia KUltur Jilringalt (lari Berbagai Lar tan
Stok

Setelah semua larutatl stok dibuat dengan konsentlasi
terlenlu lmisalnya 10x, 100x, atau 1000x dari yang terdapat
dalam formulasi MSI maka langkah selanjutnya adalah
pcmblratan media dari sernLla larutan stok ditanrbah dengan

komponen lain yang tidak tcrdapat dalam larutan stok, misalnya

sukrosa, arang aktif, air kelapa, dan sebagainya. Misalkan akan
dibuat media MS dengan penambahan 5 mg/l BA dan 0,1 mg/l

fo'hur.s M-"dr. kuhu, - Tr 1



l)rosedur:

1. Siapl{an wadah, alat peDgukur, akuades, dan semua bahan

kimia yang diperlukan.

2. Buat semua larutan stok yang diperlukan. Perhatikan berapa

kali lebih pekat dari yangseharusnya ada di formulasi media.

3. I-litung masing-masing kebutuhan larutan stol< jil<a ingin
membuat sejumlah media.

4. Timbang agar-agar, gula, atau arang al<tifjika diperlukaD.

5. Tuliskan di buku log (catatanl pembuatan media lalgkah-
langkah yang harus dilakukan secara berurutan, misalnya

sebagaimana pada borang (Tabel 9.6).

6. Ambil masing-masing larutan stok sesuai dengan kebutuhan.

Masukkan satu demi satu ke dalam gelas piala yang

sebelumnya diberi akuades seperlunya. Berikan tanda ly']
jika komponen media tertentu sudah dimasukkan ke dalam

gelas piala.

7. Masul<kan gula dan tambahkan akuades hingga larutan
mencapai volume akhir 1 liter Aduk fdengan mdgnetic

sfirreJ") hingga larutan homogen.

B. Atur pH larutan media menjadi 5.8 menggunakan pH meter
dan KOH atau HCl.

9. Tambahkan bubuk agar ke dalam larutan sambil dimasak
hingga mendidih untuk melarutkannya.

10. Masukkan mediake dalam botol-botol kultur lalu tutup botol
dengan penutup plastik.

ll.Ste lkan media menggunakan autoklaf selama 15 menit
pada suhu 1210C dan tekanan 1,1-1,5 kg/cm'?.

11a *kultur Jaring(tn
Forhurd5l Mddld K, lur -- 115

firh(.1,).(, Kcbutuhan larutaD stokdan komponen lain untukmembuat 1

titer media MS

Larutan Stok dan
Komponen Lain

Kebutuhan untuk
Membuat 1 liter

Media MS

1. Makro [10x)
2. CaCl,.H,o [100 x)

3. Mikro [1000 xJ

4. FeSO4 [100 x)

5. Vjtamin [100 x)

6. Mioinositol [10 x]

7. Sukrosa [ditimbang]
E. zPl: BA

9. Air kelapa (opltondD

10. pl{
11. Agar-agar
12. Arang aktif [optioro4

100 ml J
10 ml J
1ml r'

10 ml 'l10 ml r'
100 ml V

30 gram V
Sesuai kebutuhan V

100 1s0 ml V5,8 v
/-d gram v
r-r gram



0rqanogenesis
pada Rultur )n l/itro
Tanaman

Salah satu fenomena seluler pada tanaman yang menjelaskan

mhasia totipotensi sel adalah organogenesis. Organogenesis

pada tanaman in vitro adalah proses pembentukan organ

tanaman de novo [baru] dari jaringan eksplan yang dikulturkan
in vitro, di, mana sebelumnya tidak bermeristem [Schwarz
and Beaty, 2000). Organ tanaman yang terbentuk dapat
berupa tunas, akal atau bunga. contoh organoge[esis adalah

pembentukan tunas adventif in vltro dari eksplan yang tidak
bermata tunas, misalnya dari potongan daun, potongan aka4

atau potongan batang antarbuku (internodes). Pembentukan

akar adventif ddri sel-sel setek batang suatu tanaman juga

merupakan fenomena organogenesis. Dalam hal ini, organ

baru yang dibentuk oleh sel-sel batang adalah akar. lstilah lain
untuk pembentukan tunas adventif de nolo dari eksplan yang

sebelumnya tidak bermeristem adalah cdulogenesis, sedangkan

untuk pembentukan akar adventif adalah rh2ogenesrs.

Sejak ide pertama pengulturan jaringan tanaman oleh

Gotlieb Haberland pada awal abad ke-20 hingga penemuan

auksin [1930-an] dan penemuan sitokinin (1950-anJ,

organogenesis in vitro dari eksplan berbagai tanaman sudah

berhasil didemonstrasikan. Contohnya adalah pembentukan

organ vegetatif fseperti tunas dan akar] serta pembentukan

organ generatif (seperti bunga dan buahJ.
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l)r1)scs r)rllil|r{)ljcrrL'sis Irlrlrupal(ar lcrronlcnil pcrrlirril (l.rfi

pcfl)r ynkin asel(sual Lrnalilan, teruLnlna yallg befesal dafi

lxr-iugan sorratik nollmeristematik. Misalnya pembentukan al{al-

rdventif lpada sctck (laun atau setek batang berbagai tanamirD),

peml)entukan akar adventif pada setek mikro [tunas-tunas
yang diperbanyak in vltr.rl, dan pembentukan tunas advcntif

Idari eksp]an potongan daun, hipokotil, atau jung al(arl Dalam

tulisan ini akan dibahas organogenesis pada eksplan yang

clikLllturkan in vitro, baikteriadi secaralangsung dari permukaan

eksplan maupun secara tidak langsung, yakni didahului dengan

pembentukan kalus.

Organrrgcnc$is sehagai Froses Perkemilallga!1'filt!i:t!1r3il

laringan tanaman yang dikulturkan i,] vitro dapat

memirentuk berbagai macam primordia, di mana dalam proses

perkembangannya akan berujung pada proses diferensiasi

menujll pembentukan tunas, akar, bung:i, atau cmbrio Apabila

struktur yang terbentuk adalah embr.io maka prosesnya disebui

enlllriogenesis. Apabila struktur yang terbcntuk adalah organ

maka prosesnya discbut organogenesis. Olch kareDa embrio

terbelltlrk dari jaringan tanaman yang tersusun atas sel-scl

somatik maka proses tersebut disebut embriogenesis somatik

atau embriogenesis nonzigotik. Proses elnbriogenesis nonzigotik

alGn Llbabas pada bah terse[diri dalam buku ini

Sebagaimana dijelaskan pada bab terdahrllu, pertumbuhan

lanaman aclalah peningkatan ukuran yang tidak dapat balik

ataLl pcrmanen. Semeitara itu, perkembangan tanaman

didefinisikan sebagai pcrubahan progresif sekaligus bertahap

pada pertlrrnbuhan dan penampilan tanaman, baik secara

kuantitatif fiaupun kualitatii yang nengarah pada perubahan

Tigr)l rr(|lj,r(li lJrrirrn:ln dcw,rsil lcl)rlJdllklil l\4{).1{)gcl)csis

Lcr'rrirsul( orflanoElerlesis merLrpal(an proscs Perkenll)angalr

fanirmarl fddvelopnrentol pracess), yaitLl terbentuknya suatll

stluktur organ baru [de ,rovo]. Misalllya saia pl'imordia tunas

atau akar dari eksplan yang sebelunlnya tidak mempunyai

struktur tersebut. Primordia yang terbentuk de novo bermtlla

(lari proses dedifel-cnsiasi, scl di mana diikuti olch serangkaian

proses, yaitu induksi dan difel'ensiasi di ma[a beruiung pada

tel-bentuknya prin1ordia organ.

r_,.adite!i'!iaiilri lli11p4i?.r.,i, in.lari i, j-l{'!:i'J i I ! I I I , i : I | . 1 I ti i }

Sebelurn mengalami organogcnesis, scl-sel pada cl(splan

yang l<ondisjnya sangat tcrdiferensiasi lhillhly differcntiated)

harus dapat mempel-sepsi atau merespons sinyal scluler dari

lingkuDgan di sekital-nya. Pada saat sepotong jarjngan tanaman

atau cksplan diktllturkan di nleclia buatan dengan Znt Pengatur

Tumbuh [ZPT] tertentu, sel atau sekumpulan sel tcrtentu pada

eksplanakanmengalamiprainduksiberupaprosesdediferensiasi
Dcdiferensiasi me[upakan proscs kembalinya sel-sel yal1g

sudah terdifercnsidsi menjadi tidak terditercnsiasi Melaiui

stimulus ZPT tertentu yang terclapat di media kultur maka

sel-sel pada eksplan yang tadinya sangat terdiferensiasi akan

mengalami dcdiferensiasi, yaitu tcrangsang untuk membelah

diri dengan cepat membentuk sel sel kalus Selain itu, bisa iuga

proses dcdilererrsiasi tersebut tidak melalui pembentukan

kalus. Kalus adalah massa sel por?naftymd tanaman yang tidak

terorganisasi dan merupakan titik awal untuk orgalogenesis

Pada tanaman utuh, sel-sel kalus umumnya terbentuk setelah

pelukaan jaringan tanaman.

11a) *kultur laringLu a,eoroq€rerls !..1r Kuilu



!
scl scl p.l(lil cksplarl yallg sudah lllengalami dedilirr'olrsiesi

sc r':r Inorfologi bersiiat lrlastis atau flel(sibel. Paala riladid ini,

scl sel eksplan dikatakan bersifaL kompctcn. Sel-sel eksplan

rlil(atal(an mencapai .sfddid kompetensi jika mempunyai

l(crnenpuan untuk nrerespons sinyal atau stinlulus. Stimulus

dapal berupa mcdia tertentu, ZP'1'tertentu, kondisi pencahayaan

tcrtentu, dan sebagainya. Proses pencapaian status kompeten

sel-scl eksplan tidak selalu melalui satlL tah!pan pemaparan

pada rnedia dengan ZPT tertentu, namun bisa melalui dua

tahapan. Sebagai contoh, ketika potongan daun Sansevicrict

trldsciata dikulturkan di meclia dengan penambahan ZPT

penginduksi tunas berupa benziladenin [BA] maka eksplan tidak

menunjukkan respons morfogenesis, yaitu tidak menunjukkan

rcspons pembenlukan lunas. Narnun demikian, eksplan tersebut

dikulturkan di media dengan penambahan 0,25 mg/\ 2,4'D

selama salu minggu,lalu dipindahkan ke media tanpa ZPT saiu

minggu. Kenudian, dilanjutkan dengan pcmindahan ke media

penginduksi tunas yang mcngandung BA maka tunas dalam

jumlah banyak terbentuk [Yusnita et d1., 2013). Dalam hal stadid

kompetensi eksplan, eksplan dapatmercspons sitokinir di media

induksi turas clengan memerlLrkan pmkondisi fprainduksi] di

nredia yang mengandung auksin selama satLl minggu sekaligus

diikuti pemindahan eksplan ke media tanpa ZPT selarrra salu

minggu.

Tahap berikutnya adalah tahap induksi, di mana sel-sel

eksplan yang kolnpeten mcmpersepsi sinyal/stimulus dan

mengalani dcterminasi, yaitu keadaan di mana sel sel eksplan

sudah teftenlukan nasibnya menjadi suatu printordia. Awal

dari determinasi djtandai dcngan terbentuknya mer.istcmoid,

yaitu agregai sel sel mirip scl meristen berltkur.an lebih

kecil, isodiametril<, ber-dinding sel lipis, hcrvakuola kecil, dan

12a *kultur Jaringan

nlcrrrl)lrrlyrri silol)lrsrnil sokrligLrs inti yirr\8 I)irdrt Iilr{)rl)c
l9B2). llillanl proses l)crkelnllarlgannya, mel-isternoid belsil;rL

plastjs clan clapat terdilerensiasi menjadi bcrbagai macanr

pfimol-dia organ, seperti tunas, akar, atau bunga lschwarz &

Beaty, 2000]. Dengan demikian, cletermjnasi sel-sel meristemoid

dapat diartikan bahwa sel sel meristemoid sudah tcrtenlukan

nasibnya menjadi p mordia tunas alau akal-

Melalui berbagai penelitian secara saksama, para peneliti

telah menggunakan proses orgaDogenesis in vlrro sebagai sistem

nlodel untLlk meniawab pertanyaan tentang bcrbagai kejadian

yang menyebabkan morlogenesis ataupun pemileniuKan organ'

misalnya akac tunas, bunga, atau pcmbentukan embrio dari

eksplan. Salah satu sistem model pada eksplan C'rnvolvulus

dj.vensis yang dilaporkan oieh christianson dan warnick [ 1983)

dapat memilah prcses organogenesis menjadi beberapa tahap

berurutan, yaitu dimulai dari dediferensiasi eksplan untuk

ncncapai sfddiar kompetensi Eksplan kompeten akan mengalami

induksi, di mana berujLlng pada tercapainya deicrminasi' yaitu

sel scl yang terinclllksi sudah tertentukan nasibnya menjadi

organ. Pada saat inilah terjadi pengoryanisasian sel-sel eksplan'

mula mula dari meristemoid lalu menjadi organ tunas atau al(a['

Dalam organogenesis rre novo tcrdapat dua pola

perkembangan berbeda, yaitu organogenesis secara langsung

lterbentuknya olgan dari sel-sel eksplan tanpa mela]ui

pembenlukan kalus) dan organogeDesis tidak langsung

ltelacli me]alui pembentukan kalus terlebih dahLllul [Hici<s'

19941. Kalus adalah kumpulan sel tidak tercrganisasi dan

tidal< terdiferensiasi, yang merupakan hasil dari dediferensiasi

sel sel eksplan atau merupakan respons penycmbuhan luka

pada jarjngan tanaman Pada eksplan dari suatu spesies yang

orqonosenesrs poda Kurru' ri vit" r"no-. n 
- 
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sanla organogeDesis bisr terjadi secara langsuDg atau tidak
langsung, l<elnungkinan karena beberapa faktoi Umur lisiologis
eksplan berpengaruh terhadap perbedaan kandungan hormon
tertenlu di dalamnya sehingga responsnya terhadap media
kultlr dengan konscntl.asi ZpT tertentu bisa berbeda pula.
Demikian pula, e)<splan yang tingkat ketuaan fisiologisnya
sama mungki[ memberikan respons ber.beda terhadap media
dengan jenis dan konscntrasi ZPT berbeda. Walaupun secara
umum, perimba[gan auksin sitokininnya masih me[garah
pada pembentukan tunas adventil Sebagai contoh, eksplan
potongan daun meliDjo fcambar 10.1a] dapat membentuk tunas
advertif secara langsung [10.1b) ar:]u membentuk mata tulas
selelah didahului oleh terbentul<nya kaius [cambar 10.jc). pada

eksplan potongan daun Sdnsevieria trirrdscidtd IGambar 10.2a)
organogenesis terjadi secara tidak langsung, yaitu didahului
oleh pembentukan kalus [Gambar 10.2b] yang berlanjut delgan
pembentukatl tunas adventif fcambar 10.2c). pada eksplan
potongan daun krisan organogenesis juga terjadi secara tidak
langsung, yaitu didahului dengan pembentukan kalus fcambar
10.3a,b) talu terjadi pembentukan tunas adventif pada media
yang mengandung sitokillir lcambar 10.3 c,d).

Rangkaian jalur yang dilalui pada organogenesis langsung
dan tidak langsung adalah sebagai berikut:

Eksplan + Meristenloid + P mordia + Organ

Eksplan + Kalus i Meristemoid + Pr.imordia+ 0€an

Pada pola organogenesis secam langsung, sel-sel eksplan
kompeten terdiferensiasi menjadi meristemoid. Artinya,
kumpulan atau agregat sel mirip meristem yang selanjutnya
mengikuti perl<embangan membentuk primordia lalu organ
(tunas atau akarl, tergantungpada sinyal hormonalyangditerima

122 *kultur Jaringan

olch ('ksPlr|L l'il(la pola ot-galtogenesis tidal( langsung, scl-sel

el(sphD meDgalami cledifercnsiasi lnembcntuk kalus sebelum

sinyal hormoDal mengarahkannya membentuk meristemoid,

berlanjut dengan pembentukan prirnordia lalu organ.

catrrbar 10.1Contoh organogenesis langsLrng dan tidak langsrllrgpada
eksplan potongan daun melinjo

cambar 10.2 0fganogenesis ticiak langsung pada eksplan Sdnievlerto
trifasciata

cambar 10.3 O.ganogenesis [pembentukan akaratau lunas] sccara

tjdaklangsung pada eksplan daun Ctryso,fhetrurl moriJotiutn yang
didahului oleh terbentuknya kalus

o.sonosenerrs podd Ku ru' r, vtrc rondmdn- 123



Aplikasi Orgarogenesis dalam Bioteknologi Tanaman

Regenerasi berbagai tanaman in yifro melalui or.ganogenesis
yang diaplikasikan untuk berbagai tujuan telah banyak
dilaporkan, di antaranya untuk:

. Perbanyakan kloDal tanaman secara cepat.

. Induksi keragaman somaklonal.

. Mutagenesis.

. Regenerasi tanaman untuk memfasilitasi rekayasa
genetika tanaman.

Peranan Zat Pengatur Tunrbuh dalam Organogenesis

Bukti-bukti awal bahwa pembentukan tunas adventif pada
jaringal1 eksplan ir? yifro dipengaruhi oieh konsentrasi auksin
maupun sitokinin dalam media dilaporl<an oleh Skoogdan Miller
[1957). Menggunakan jaringan empulur batang tembakau yang
dikulturkan di media dengan penambahan kinetir lsitokinin)
serta IAA fauksin), Skoog dan Milter [1957) menemukar
bahwa pembentukan organ tunas maupuD akar pada eksplan
merupakan fungsi dari nisbah sitokinin/auksin dalam media
kultur Artinya, yaitu bahwa konsentrasi sitokinin tinggi lrelatif
terhadap auksinJ akan mengarahkan eksplan membentuk
tunas, sedangkan konsentrasi auksin tinggi (relatif terhadap
sitokinin) akan mendorong pembentukan akar. Sementara
konsentrasj sitokinin dan auksin berimbang menyebabkan
eksplan membentuk struktur tidak terorganisasi yang disebut
kalus [Cambar 10.4J.

Konsep klasik pengaturan organogenesis yang dipengaruhi
oleh kon\entrasi relalil kedua jenis zat pengalur tumbuh ini
hing8a kini banyak lerjadi pada berbagai kultLrri/, yltro tanaman.
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'labcl 10.1 menunjukkan kebutuhan ZPT pada bcrbagai sisLonl

kultur in vifro tanaman yang menghasill(an pembentukan tunns

adventil baik pada organogenesis secara langsung maupun

tidak langsung.

cambar 10.4 Pembentukan tunas, akar, atau kalus pada ekplan
empulu:r batangtembakau yang dipengaruhi oleh perimbangan ZPT

kinetin [sitoknin] dan IAA (auksinl (skoos & Miller,1957)

Secara umum, pembentukan tunas adventif kultur in vftro

tanaman--tanaman tersebut memerlukan ZPT sitokinin pada

konsentrasi lebihtinggidibandingkan denganauksin. Sementara

itu, untuk pembentukan kalus diperlukan auksin dan sitokinin
pada konsentrasi berimbang ataupun auksin yang kuat, seperti

2,4-D; NAA; IBA; atau sitokinin TDZ secam sendiri/kombinasi.

I



Tabel 10.1 Zat fcngatur tumbuh penginduksi t(atus dan tunas advcnrjt'
pada kultur i, vifo berbagai ranaman

Tanaman
ZPT

Eksplan Penginduksi
Katus

ZPT
Penginduksi

Tunas
Adventif

Referersi

Anggur lyitis Daun dari
viniferaL.) cv. tunas
Canonannon & kultur D
Chenin Blanc vitro

Melinjo
(Cnetun

snemon)

Ms + 0,5 mgll
TDZ + 0,5
mg/l NAA

[cv Chenin
Blancl; 2 mgll
TDZ + O,1

msll NAA [cv
Canonannon)j

MSBA+1 Kumsa
ms/l IBA + 1,5 (2017)
ms/l TDZ (cv

Chenin Blancl;
MS + 1,5 mgll
BA + 1 mgll
IBA lcv Chenin

MS + 2 mg/] Yusnira el
BA + 0,05 mg/l o1., [2017]
NAA

Markisa
(Passifota

Potongan MS + 9 pM BA Rosa etal,
[2016)

(Dianthus
catyaphyttusL.)
'[4aster'

Potongan MS+2me/l
daun 2,4-D + 0,5

ng/l NAA

MS + 1,5 msll
TDZ+ 0,25
mg/l kinetin +

0,2s mgll NAA

Thakur &
Kanwar
(2017j

Krisan Potongan
'Escapadel daun

MS +2 mg/l BA Hodson de
+ 1 mgllNAA taramillo

etal.,

t2008)

Pyrethrum

[Tanacetum

trrevir.)
Schultz-Bibl

Potongan MS+4mgll Hedayater
BA+ 0.2n'/l a1., (2OO9l
2,4-D

Idi media
MS +1mg/l
BA + 0,1
ms/l IBA)
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ZPI
Eksplan Penginduksi

Kalus

ZPT
Penginduksi Referensi

Adventif

'Lorentii'

Potongan MS + 0,25
mg/12,4-D

MS+ 2 mg/l BA Yusnitadrdl.,
[201s)

Potongan MS + 5,2 uM
longitudinal NAA
pucuk

10 BA + 1,1 uM Valenzuela-
2,4-D Sanchez eldl.,

[2006]

dactylifera
L.) cv Siwy

loDgitudinal

[1-1.s cm]

MS + 1 mell
NAA+ 1 ns/l
BA + 1 mg/l
Kinetin + 1

t]nl/\ 2l.P

Ali et al., [2017)

Kurrna Potongan
(Phoenix longitudinal
doctylifera pucuk
l,.l cv Barhee meristematik

[r 1.s cm]

MS + 1 ms/l
BA+ 1 mg/L
NAA + 4 mg/l
2i-P

ut.,(201sj

Kurma

.lacrytikra
L.l cv Quntar

MS + 3 msll
zi-P + lms/l

A1-Mayahi
(201s1

Potonsan MS +5 ms/l
daun bagian 2,4 D + 1

bawah ms/l BA

putihl

Kotiledon

i0,3 cm)
dari seedling

lin vitro)

DCR +TDZ 1O

ms/l [6 hari),
lalu ditransfer
ke DCRo + 3gl1
arangaktif

12011)



Tanaman
zP'f

Eksplan Penginduksi
Kalus

ZPT
Penginduksi

Tunas
Adventif

Referensi

wendl.l
potongan

(tangkai

MS + 0,5
mg/tTDZ

Ms + 3 ms/l

Ms + 1 mgll
NA-A + 3 ms/l
BA

Sunpui &

12002)

Anthuriun Potongan
andreanun daun
cv Nitta

MS + 1 ng/l
2,4 D + 1nE/l
BA lkondisi
rcrang)

Saptad ea a1.,

12017)

Ms + 1 msll
2,4-D + 7

mg/r BA

Ikondisi
ge'ap.l

Alstroemeria Potorgar
lrgt&Hybrid daunbagian

bawah

MS + 1 mg/l Nasri eral.,
BA + 0,1 mgll (2013)
IBA

Begonia
(2017)

MS + 3,38 ul\4 MS + 3,38 uM
BA+5uM BA+1,4uM
NAA NAA

Kuncup MS + 1 mg/l MS + 1mg/l Awal etdl.,
BA+1mg/l (2013)
NAA + 40 mg/l

Tabel 10.2 menunjukkan bahwa pada berbagai tanaman
pembentukan akar tunas mikro umumnya terstimulasi oleh
keberadaan auksin. Auksin yang sering digunakan uirtuk
merangsang pembentukan akar adalah lndolebutyric acid (IBA)
dan nqphthaleneacetic ac,d (NAA).
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I
Pengakaran tunas atau planlet hasjl kultur jaringan dapat

dilakukan secara ex yifro ataupun in yifro. Pengakaran tunas

mikro atau planlet secara ex vifro umumnya memerlukan
konsentrasi auksin yang lebih tinggi karena pemaparan pada

auksin umumnya lebih singkat daripada dalam kondisi iD vifro.

l.'iifl I8.1 Zat peng3tul. tunrbuh penginduksiakar pada tunas mikro

berbagai tanaman

Tunas dari ZPT Penngsang
Kultur /n Yi.ro Akar (ngll)

Tanaman

Pengakaran
ln Vitro/Ex Referensi

Vito

Lorentii

2000 ppm IBA Exvitro
(pasta dari bubuk
campuran aul(sin)

120131

Planletkelapa 2 mM NAA Exvitro
& Riyadi

12011)

Planlettebu 20 mgll NAA

lsaccharun (direndam
oJlicinarumL.) semalaml

Ex vitro Tesfa etdl.,
[2016)

jambu biji
(suava) cv
Allahabad

0,4 mell IBA Kadam €t dl,
1.2017)

Buah tin (Ficrls
clrica L.)

2,5 rrM IBA atau Hepaksoy&
Aksoy (20061

Anggur (Yirir
spp.) cv Concord, 1mg/l IBA
Thompson
Seedless, Beauty
Seedless, King
Rubyl

Mustola et
d1., [2015]



Sntbrioqenesis
pada )lultur )n
Tanaman

&ab 71

Somati
Titro

Salah satu ciri tanaman maupun makhluk hidup lainnya

adalah tumbuh dan berkembang. Tumbuh berafti bertambah

ukurannya, misal tingginya, diameter batangnya, jumlah

cabangnya, jumlah rantingnya, dan sebagainya. Berkembang

berarti bertambah kemampuannya dalam menjalani l<ehidupan,

Tanaman yang masih muda belum mampu berbunga. Tetapi,

dengan bertambahnya usia, tanaman tersebut kemudian

berbunga. Berbunga adalah salah satu contoh fenomena

perkembangan sebab ada pertambahan kemampuan. Dengan

kata lain, perkembangan adalah suatu proses bertambahnya

fungsi-fungsi fisiologis. Pada contoh di atas, berbunga adalah

fungsi fisiologis yang sebelumnya belum dimiliki oleh tanaman.

Proses pertumbuhan dan perkembangan pada level tanaman

pada dasarnya cerminan dari proses pertumbuhan dan

perkembangan pada level sel, sebab tanaman terdiri atas sel-sel.

oleh karena itu, tumbuh dan berkembangjuga dapatdilihatpada
level sel atau kumpu)an sel. Suatu sel dikatakan tumbuh jika

ukurannyabertambah,misalnyamenjadilebihbesarlebihberat,
atau lebih banyak. sel menjadi lebih banyak karena mengalami

pembelahan. fadi, pembelahan sel merupakan fenomena

pertumbuhan. Pada saat sel-sel menjadi bertambah banyak,

kemudian sekelompok sel teftentu mengalami perubahan



lrr|rBsr Dl,rkil sL,l scl itu (ljk:rtitkirn llrcnJl:rlarni pcfl(cllrl).lllgin.
I)irdr tiltariln koDsep, pertutnbuhan clall per.kembangan murlah
dil)isahkan. Akan tetapi, dalam fataran empiris sulit dipisahl<an,
sclrab l{edunnya serjng terjadi dalam waktu bersama:ln.

Ell1briogencsis adalah suatu proses pcrtumbuhan dan
perkentDangan, yaitu suatu proses pembentukan embrio dari
satu sel atau beberapa sel. Embrio aclalah suatu struktur awal
tannmatl tcr.dil-i atas bany.lk selyang sudah rnemiliki bakal akar
dan bakai tajuk_ Apabila embrio tanaman ditumbuhl<an maka
dia nrenjadi individu tanaman yang mempunyal tajuk clan akar
Jadi, embrio Lrersifat bipolar yang terdiri dari sel_sel di mana
n .r.rp.kan bdkJl lajul daI Lr,.k.lakdl

Ada dua jenis embrio tanantan, yaitu embrio zigotik clan
embrio nonzigotik [cray, 2000]. Embrio zigotik adalah cmbrio
hasil dari pertumbuhan maupun per-kenloangan satu sel yang
merupakan hasil perpaduan antara scl gamet jantan dan
sel gamet betina. Dengan kata lain, sel gamet jantan dan sel
gamet betina bcrpadu nembentuk satu sel yang kemuclian
tumbuh maupun berkenbang menjadi zigot serta kemudian
menjadi elnbrio. Embrio inj disebut embrio zigotik [Cainbar11.1a). Embrio nonzigotik aclalah embrio yang nlerupakan
hasil pertumbuhan dan perl<embangan suatu struktur bukan
zigot. Sfruktur bukan zigot ini misalnya adalah sel sonatil< [sel
daun, sel akar; sel hipokotil, clan lainj.lin) sehiDgga ernbrio yang
terbentuk disebut sebagai embrio somatik [Gambar 11.1b,c).
Proses penrbeniukan enrbrio somatik disebut embriogenesis
somatik [somdfic embryogenesis). proses pemDentukan embrio
zigotik disebuf enrbriogenesis zigotik [z),,go tic embryogenesis).

Berbagai hasil penelitian menunjLlkkan bahwa proses
perKemDangan maupun perubahanperubahan morfblogi,

' il::!t,i:lorirtttt;t

I
lisiologi, (|ln biokintix yaDg tcrj;rrli pada kcdua cnlbriogcncsis ini
rneDriliki l)anyak kcnrifipau Il]odelran ec o 1., 1997; Haade et. el.,
2001; Winkelmann,2016l. Oteh karena itu, sejnmlah ilmuwan
nrenggunakan embriogeltesis somatil( untuk mempelajari
embriogenesis zigotik. Menlpelajari crnbriogcnesis zigotik
secara langsung sulit dilakukan scbab mcljbatkan struktur
tanaman induk sehingga banyak hal sulii untul< dikontl-ol.
N4empelaja embriogenesis somatik lebih rnudah sebab banyak
hal dapat dikontrol dengan mudah. lmbriogenesis somatik
clilakukan secara in vitro. Hatl ini nlemungkinkan dilakukan
seperti modifikasi faktor. lingl<ungan, nutrisi, serta hormonal
dengan rnudah uDtuk mentpelajari pengaruhnya terhaclap
proscs enbf iogenesis somatik.

i;!ir1ir,rj' I 1 I Contoh bcrbagai bentuk embrio: a. embrio zigorih pa.ta
Lr€nih kaca.g lanah; b. embrio somarik pa.la .ksplan rebuj c. eurbfio

sonratik pnda kacang tanah

Pada tataran plaktis, embriogencsis somatik tanaman in yitro
banyakdinranfaatkan di dunia pertanian. Enrbriogenesis somatik
banyak dimanfaatkan pada pel.banyakan vegetatif tanaman
sccara massal untuk rnenghasilkall bibit tananan dalam julnlah
besar sekaligus waktu relatif singkat. Embriogenesis somatik in
ylfro juga clapat digunakan sebagai wahaDa untuk rnenghasilkan
va etas unggul, nlisalnya melalui induksi var.jasi somaklonal
dan rekayasa genetika.

E
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IiDrhIi()llcIlcsis Sotniltil{ Ltrrla:,ung rlirD.t.i(lxk Langst| l]
l)ilcla entllfiogencsis somatik tananlan secara i/t vifro,

cksplan 0nisalnya berupa potongan daun, kotjledon, hjpokotil,
dnn Inin lainl djsterilisasi, dikulturkan dalam suatu meclia
kullLrr, diletakkan di dalarr ruang kultul clan clari eksplan
tersebllt tnuncui entbrio somatik. Itulah cara sederhan:l utltul<
nrengungkapkan proses embriogenesis soltntrt< tn vttro.

Elnbriogenesis sontatik dapat terjadi secara langsung [rlirecf
somattc embryogene t atau tidak langsung fi]dlrecf J.rmdtlc
ernbD/allenesis). Embrjogcnesis somatik langsung terjadi tanpa
nlelalui pembentul<an kalus, sedangkan emDrrogenesls somatik
lidak langsung terjadi melalui pell1bentul(ar kalus. I{alus adalah
sekumpulan sel yang menlbelah cliri secara ccpat sekaljgus
tidak memiliki karal<teristik sel sel clari bagian jaringan, organ,
alau strukfLlr lertentu tanaman. pacla enlnnogenesls somatik
tidak langsung, dengan perlakuan tertentu sel_sci kalus dapat
cliarahkan untul< berubah rnenja<ii sel-scl yang ai<an ntenlbeDtuk
embrio. Sei-sel yaDg memiliki karakteristik dapat nlenjadi
emb o disebut sel-sel embriogenik.

Pada Embriogenesis Terjadi perubahan Ekspresi Gen
Embriogencsis solnatik mer.upakan proses pertumbuhan

dan perkentbangan tanaman. Sebagian iltnuwan bel.pendapat
bahwa embrio solnatik bcrasal hanya dari satu sel alan sebagian
lailnya dapat bel-asal da sekumpLllan sel_

Pada enlbriogenesis somatil(, suatLl sel membelah belah
diri lalu tncDgalalni difere[siasi untu]< membentul< embtio.
Diferensiasi adalah suatu proses berubahnya satu sel atau
sekumpulan sel ntenjadi sel atau sel<umpulan sel yang
mempunyai karal<teristik baru. Dalan kasus embriogenesis

sorratil< kari)kterisLil( llar-Ll terscbut adalah kafaktcr-istik yilnlj
diniiliki oleh sefsel komponen dari embrio. Karakferjstik bal u
illl muncul bukan discbabkan oleh perubahan genetik, tetapi
oleh perubahan ekspresi gen,gen yang sering disebut sebag;li
differential expression- Secara sedcrh.lna dapat clikemukakan
bahwa gen gen pada selyang belurn tel difer.ensiasi adalah sama
persis dengan gen,gen daiam sel yang sudah terdiferensiasi,
tetapi gen-gen yang tel.ekspresikan berbeda. Gen gen yang
scbelumnya tidak terekspresikan nenjadi te.ekspresikan. Bisa
pula sebaliknya, gen-gen yang sebclumnya terekspresikan
menjadi tidak terekspresikan. Berubahnya gen mana
tereksprcsikan dan mana tidak ter.ekspresikan herimplikasi
pada perubahan proses fisiologi.

t<oDsei) Induksi'El{spresi pad;r gntbriogcncsis Sotnatik
ijmbriogeDesis solllatik mengikuti konsep induksi ekspresi,

ar.tinya bahwa untuk bel kernbang nlenjadi elnbrio somatjk sel_
sel cksplan mengalami fase induksi dan fase ekspresi. pada lase
induksi, sel-sel kompeteD mcngalami iDdul<si sehingga ntenjadi
sel yang tercleterninasi, artinya scl,sel tersebut sudah menliliki
anh perkernbangan untuk menjadi embrio somatik. Sel sepefti
ini disebut sebagai sel embriogcnjk yarg merupaKan sel
tcrdiferensi:rsi. Pada fase ekspresj, sei emhriogenik mengalami
perubahan menjadi embrio sonatik. pada tahap selanjutnya,
embrio somatik mengalami nlaturasi menjadi embljo somatik
matang yang siap untuk berkecambah.

Namun demikjan, untuk dapat mengalami induksi jaringan
eksplan yang dikulturkan, mula,mula mengalami praincluksi
sehingga mengalami dediferensiasi. Saat itu, sekumpulan sel
eksplan yang terdediferensiasi menjaLli kompeten, y:litu siap
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unlul( nrcr)cr-ima stinlulus dari lingkungan kulturnyn daD

rncngalami indul{si. Pada embriogenesis somalik tidak langsung

lerjadi proses dediferensiasi dari jaringan eksplan menjadi
kalus, yaitu sekumpulan sel yang membelah-belah diri secara

cepat. Sel-sel ini mcnjadi bersjfat kompeten sehingga siap untuk
mengalami induksi.

Pada embdogenesis somatik langsung sejumlah sel eksplan

yang dikulturkan lmisalnya potongan daun yang hrght
difJirentiated) kemungkinan sudah berada pada stadia pre

determined dan hanya periu sedikit pemicu untuk membentuk
embrio somatik. Oleh karena itu, ketilG berada di media

embliogenesis yang sesuai scl-scl cksplan terdeterminasi
tersebut Iangsung tun)buh daD berkembang menjadi embrio
somatik lvon Arnold, 2008).

l,eraniu Auksin pada Inlbliogc csis Soirt:!tilt

Berdasarkan uraian di atas maka agar mengalami proses

embriogenesis somatik tidal< langsung, sel mengalami

dediferensiasi menjadi kalus yang mengandung sel-sel

kompeten. I(emudjan, mengalami iDduksi menjadi sel yang

terdeterminasi, yaitu sudah bersifatembriogenik lalu mengalami

ekspresi untuk menjadi embrio somatik. Adapun agar meng'
alami embriogenesis somatik Iangsung maka sel sel eksplan di
nana sebagian sudah terdeterminasi [bersifat embriogenik)
akan mengalami ekspresi menjadi embrio somatik pada kondisi
yang sesuaj fvon Amold, 2008).

Auksin memegang peranan penting pada embriogenesis

somatik. Pada embriogenesis somatik tidak langsung, fase

induksi umumnya membutuhlGn konsentrasi auksin tinggi,
sedangkan fase ekspresi nembutuhkan konsentrasi auksln yang

reD(l:rh ata tidak membutuhkaD aul<sin Plda elnl)rioSoncsls

langsung, sebagiaD sel eksplan yang kemungkinan srdah

embriogenik membutuhkan auksin konsentrasi renclah alau

ticlak membutuhkan auksin untuk membentuk embrio Sccam

skematik, perbedaan tahapan pada embriogenesis somatlk

langsung dall tidak ]angsung disajikan pada Gambar 11 2'

(@
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Embrjogencsis tidak l:ngsung Embfiosenets langsung

(;lnnb.r 11.2 Skema tahap-tahap embriogcnesis sonatik tidak langsung

(kiri) dan langsuns Ikanan]

Pada praktik di laboratorium, embriogenesis somatik tidak

langsung iuga dapat dipandang mengikuti konsep induksi-

ekspresi. Pada fase induksi, eksplan dirangsang untnk mem_

bentuk kalus embriogenik. Namun demikian, setelah terbentuk

kalus embriogenil! kalus ini pada umumnya dirangsang untuk

mengalami perbanyakan atau proliferasi Berdasarkan konsep

induksi-ekspresi maka proliferasi ini masih berada pada fase

induksi. Kalus embriogenik mengalami perl(embangan meniadi

embrjo somatik [mengalami fase ekspresi] oleh karena itLl'

'.\t * )iLtla\i l(ir inqa4 !c r! 1r r, lir o rrrrijcn .j I 17



I
l)aLla unlUrnnyr proscs cmbriogcnesis somatil< dibagi ntcDjadi
bcberapa tahap, yaitu induksi l{al!ls primel; proliferasi kalus
hingga menjadi embriogenik, perkembangan embrio sonatik,
dan legcnerasi tunas [flapsoro & Yusnita, 2016). Tabel 11.1
menunjukkan kebutuhan zat pcngatllr tumbuh untuk tahap
induksi dan ekspresi pada embriogenesis somatil< tidak
lal1gsung. Pada cambar 11.3 disajikan embriogenesis sornatik
tanaman tebu ln yitro.

'Iirbd 1 1.1 lenis dan konsentrasi Zar Pengatur Tunbuh [ZpT) parla tahap
induksi, proliferasi, dan perkembaDgan pada enrbriogcnesis somarik

ridak langsung sejumlah tanaman

No.
Fase Induksi Fase Ekspresi

Lit€mturPerkembangan

r.iietnaur,si [aso.fl,sp!!]i rirr.rar,r
lnduksi Prolilemsi P€rkembangan

4J0rrN4 r-Ul,\i 'a f .nl"Zl'l-r'tr \rr''rl
,,M r?  drn, 4-ll D cldn 4,4 !M ts^

uM tsA hapsoro
{20111

No.

l(elapa
sawit It/t?ers

Iksplan:

Eksplan:

zigotik

72,4 vM
2,4 D daD

4,5 [M
BA

(20161

Kentang 5 ItM
Eksplan: D

2,4 5FI424D Tanpa ZPT Shar-ma

[2008)Agave

Eksplanl

'lanpa ZPT Monja
l\4io and.

[2013]2,07 ttM 2,A7 VM
pikloram pikloram

Tebu
Eksplan:

13,6 ltM
2,,1 D dan
1,1tM
BA

13,6 [M
2,4-D dan
1,1 gM BA

Tanpa ZPT

Silva

Kurna

dacElikru
L.l Eksplan:

45 trM

dan 5 ttM
2iP

'la.pa ZPT

(20181
Eksplan:

[2012;
201t])

3 rns/L 3 mg/L 2,s mg/L B^

2,4'D 2,4 D

Kelapa
sawit It/deir

Eksplan:

450IM 450 trM
pikloram piklofanr

0,6 pM NAA dan de
12,3 uM ziP Carvalho

Silva
et at.,

[2011)

Eksplan:

4 mg/L

4'mg/L
.IDZ

[2O16)

2 ms/L IAA dan 2

t\'ts,/LTDz

Induksi Prolifemsi
2,26 lrM 2,26 ttM
dicanrba dicanba
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7l

Fase Induksi I'ig tcprg!, LiteraturInduksi prolifemsi
Nl:'waf [/?oslr 1:],56 [M 13,56 F[4(hincnsis 2,4-D dan 2,4 D.1an

2,21lr[4 2,25 !N4

fksplan: tDZ 'tD7'

batang

Perkembangrn

9,45 uM ABA Chen

(20141

t1 Ropi [Colleo 50 tM BA 50 []\4 BA

Eksplan:

'fanpa ZP I

[2007)

Crnl)a} 11.: Embrkrgenesis somarik i, yirro pada tanaman tebLr
dari cl$plan potongan daun pucuk [lcdli"//r]: tal eksplan mcnsalanri

praindul(si dan induksi membenruk katus prilrrer €nbriogenik; [b] kalus
mengalauri prolifcmsi, berlanjur dcngan perk€mbangan melnbcntuk

cmbr'o somatik; [c) €mbrio somatik beregenemsi nleDjadi runas-tun.rs

Pada tanaman dikotil sebagaimaDa embrio zigotil! embrio
somatil< berkembang melalui empat tahap, yaitu globular, hati,
torpedo, dan kotiledoD. Pada tahap globular embrio somatik
berbentuk bulat, tahap hati berbentuk hati, tahap torpedo
berbel1tuk torpedo, dan tahap kotiiedon muncul struktur
berbentuk kotiledor [Gambar 1 1.4].

@+Q*V*!"I
{it[lh:r 11..i Tahap-tahap pcrkembangan ernbrio somatiktanaman

dikotil secam i, ttlro

&drO L> It,\
{l

il';;:ll

! Tahap-tahap pefkembangan embrio somatik iaf'man
nlonokolil secara ln vitro

Berbeda dengan embriogenesis zigotik yang berlangsung

secara sil1kron, embriogeDesis somatikber]angsung secara tidak

sinkron. Berlangsung secal'a sinkron artinya bahwa sel_scl calon

cmbrio menjalani tahap demi tahap embriogenesis dalam waktu

yang sama. Berlangsung secara tidak sinkron artirya bahwa sel-

sel calon enbrio menjalani iahap demi tahap embriogenesis

dalam waktu yang tidak sama Misalnya sel_sel tertentu sudah

mencapai tahap kotiledon, sementara sel-sel lainnya masih

berada pada tahap globular, lahap hati, atau tahap torpedo'

Pada tanaman monokotil enlbriogenesis somatih juga

melalui tahapan seperii pada embriogenesis zigotik, yaitu

melalui tahap globular, tahap skutelum, dan tahap koleoptil

(Gambar 11.51.
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Nlirlu t itsi IirIll,t ir) So||Irtil( (tx l,r,rl((,ritrnt)ithiUl
l)rdil clnbriogcllesis zigotil(, setelah embrio terbentuk

Dral{a ntergalanti ntaturasi agar siap bcrkecambah. Maturasi
diciril{an oleh tercapainya morfologi eDtbrio yang rnatang;
teral(Lrmulasinya l(arbohidrat, protein, nlaupun lemak;
mcnurunnya kadar air; terhambatnya perkecambahan; daD
nrenLlru11nya atau bcrhentinya rnetabohsme secara perlahan,
limbrio lalu mcnjadj toleran terhadap desikasi.

Pada embrio somatik, natur.asi juga dicirikan oleh morfologj
emDno yang natang dengan mengembangnya kotiledon serta
tcrakumulasinya produk simpanan lkarbohidrat, protein, dan
lemak). Dibutuhkan perlakuan dehidrasi agar lerjadi pct.lurunan
kadal air Sebagaimana pada embrio zigotik, pcnurunan kadar
air dibutuhkar untuk meniDgl<atkan kualitas naturasi. Salah
satu bentuk perlakuan dehidrasi aclalan pengguuaan media
naturasi yang mempunyai nilai potensial osmotik l.enalah. Hal
ini dapat dilakukan dengan tnenambahkan zat-zat osmolikuln,
misalnya gamm garam anorganik, asam_asam amino, gula,
da\1 zat zat dengan ukuraD molekul yang lcbih besar fseperti
polietilen glikol [PEGJ atau dekstra]11.

Embrio natang yang mengakumulasi produk simpanan
dalam jumlah cukup dantelah mencapai l<ondjsi toleran terhadap
desikasi dapat berl<ecambah dengan baik untuk membcntul<
tanaman sehat. Zat pengatur tumbuh l<adang kadang djbutuhkan
Lrntuk merangsang perl<ecambahan_ Glutamin dan kasein
hidrolisat sering kali ditambahkan pada media perkecambahan
atau regenerasi tunas in yitro [von Arnold, 2008].

.r&J,
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Addenda Suatu bahan organik yang ditambahkan
ke dalam media standar L:ultur in yifro

tanaman. Misalnya, homogenat buah
pisarg, jus tomat, air kelapa, dan lain-
laln.

Aklimatisasi Pemeliharaan planiet yang disertai suatu
perlakuan sedemikian rupa sehingga
pldnlel mdmpu tumbuh dalam knndisi
eksternal (bukan ill yitr"ol.

Benih Biji (seetl) yang ditanam pada lahan
pertanian untuk tujuan budi daya

tanaman.

Bibit Bagian taraman bukan biji (setek,

crown, umbi, dan lain-lainJ atau tanaman

berul<uran kecil yang ditanam di lahan
pertanian untuk tujuan budi daya

ranaman.

Bioteknologi lanaman Teknologi yang di terapkan pada tanaman

untuk meningkatkan kuantitas dan

kuaiitas panen melalui manipulasi secara

langsung materi genetik atau manipulasi
sel.

*L.-,

Oaftar lstilah
(GlossarE)
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Eksplrn

Eksp.esi

Ekspresi gen

SuJlu pru.e\ lrcfrrhrh,rn \, 1 .rl.

kumpulan sel dari mempunyai sifat

sebagai bagian dari o)'gan ataupun
jaringaD menjadi sel atau kumpulan sel

dergan sifatyang tidak akan berkembaDg

menjadi organ ataLr jaringan tertentu.

Sualu proses dialami se] atau kumpulan
.el ber iung n.rdd sudlu l(L,ndiii

fisiologi dan biokimia tertentu sehingga

menyebabkan sel atau kumpulan sel itu
siap untuk berkembang menjadi jaril1gan

ataupun organ tertentu.

Suatu proses perubahan sel atau

kumpulan sel dengan sifat tidak
berkembang menjadi ja ngan atau organ

tertentu meDjadi sel atau kumpulan sel

yang tumbuh dan berkembang menjadi
jaringan atau organ tertentu.

Potongan bagian tanaman ldaun, ujung

tunas, ujung akar, dan lainlainl yang

ditanam untuk dikulturkan pada kultur
tanaman secata irl vitro,

Sudlu fase ddlJm proses dilprensidsi

sel atau kumpulal sel ya11g sudah

mengalami determinasi untuk tumbuh
dan berkembang menjadi jaringan

dLduPu,, u,EdL, rc, rf,,ru,

Suatu proses biokimia pembentukan

protein yang dikode oleh gen teftentu.

l)e(lilcrcDsiasi Embriogenesis

somauK

Embryo rescue

(penyelamataD

cmbrioJ

Suatu proses pembeDtul(an elnbrio yang

bukan hd.rl perpaduan IntirJ g.rnct
jaDtan dan betina secara i, vitro dari sel'

sel somatik.

Kultul in yrtft, iuaru embrio hJill
hibridisasi, yang jika tidak dilakukan

ak.rn menyeb,rbkdn emhfio ter5ebul

liddk mdmpu b.rkembang set ara normal

atau mengalami keguguran.

Penggabu nPar dua nroloflas dari

tanaman berbeda yang tidak dapat
melakukan hibridisasi. Fusi protoplas

bertujuan untuk mcndapatkan tanaman

dcngan kdrakter kardker gdbungan diri
,,,dJ,iLE-"'drr,,ts rd,rd,,,dL,,

Sel kelamin. Merupakan sel haploid [n
kromosom] sebagaj hasil pembelahan

meiosis. PJdJ proses pemburlrJn, sel

gamel jdnldn bergabung rlcngan sel

gamet betina untuk mcmbentuk zigot

Alat untuk menembakkan gen ke sel

sel tanamdn dalam pro.es trdrsformd\r
genetik sehingga gen yang ditembakkan

bergahung dengdn gen-gcn dari sel-sel

yang ditembaki.

Unsur hara yang dibutuhkan tanaman

dalam jumlah banyak.

Unsur hara yang dibutuhkan tanimdn
dalam jumlah sedikit.

Determinasi

Fusi protoplas

Diferensiasi

Camet

Gene gun

Hara makro

Hara mikro

.t, l.'1tl1o Jsriutlott
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llltlA lilter

Hormor1

HibriLla inlerspesifik

Hibridisasi

lll:,PA (High EJficiency I'articulota Air).

Saring.ln udara yang digunakan pada

alat laminor air Jlow cabinet sehingga

diperoleh udara steril di dalam ruang
kerja alattersebut.

Satu atau populasi tanaman yang

merupakan hasil persilangan antara dua
tetua berbeda spesies.

Proses persilangan atau penyilangan
dntard dua lelua tdndmdn. Hibridisasi
disebut juga persilangan atau
perkawlnan.

Zat kimia bukan hara yang disintesis oleh

lanaman, di mdna dalam konsentrdsi

sangat rendah dapat memengaruhi
pertumbuhan dan perkembangan sel

atau tanamaD.

Secara hadiah berarti dalam "tabung'l

Tanaman ditumbuhkan secara ir? yitro,

artirya ditumbuhkan pada wadah-

wadah kultur dalam kondisi aseptik dan
lingkungan terkontrol di dalam ruang
kultux

Secara harfiah berarti pemicuan,

perangsa[gan. Istilah ini di antaranya
dipakli pada konsep induksi-
ekspresi embriogenesis somatik dan
organogcnesi5. Drlam hal ini. induksi
adalah suatu proses pada sel tidak
terdiferensiasi yang berujung kondisi sel

lerdelcr min.1.i, misJlnla ddlam knndi.j
siap unluk menjadi embrio sol'atik.

Jaringan Kumpulan sel yang mempuny:ri lungsi
.am.r. Misaltrya Jdrirgarr ct'i,l, rrr .

jaringan palisade, dan lain-lain-

Kata sifat yang berarti muda, belum

matang, atau belum dewasa. ]'anaman
juvpnil bcrarli lan.rman belurn dewJ',.
dituDjukkan oleh ketidakmampuannya
untuk berbunga meskipun kondisi atau

pcrlakudn ydnB memi.u pembungdan

dikenakan kepadanya.

Keragdrnan ger)elik pada populasl

tanaman akibat kultur in vtro-

Sualu aldl unluk bekerja secrrr
aseptik di dalam laboratorium. Alat inr
dilongkapi dcngan HEPA fillcr tlihat
HEPA filterl.
Ldl Lrt.rn berkonseDtrasi reldlif ringgi

yang dipersiapkan untuk memudahkan
dalam membuat media kultur. LarutaD

'ni rnengdndung saru dlau lcbih zdl yants

konsenlrd.inya bisa sampdi I 000 kali dari
konsenlrasi zar ler\ebul dalam media

kullur. Misdlnya CaClr djbutuhkan daldm

media 440 mg/i. Larutan stok CaCl, bisa

dibuar 100x, vailu 44.000 ng/l (44 g/.,.
Oleh karena ilu, untuk membudr media

sdtu liter dibutuhkdr 10 ml laruLan stok
lprscbui ladi selidp l(dlikita membuat I

liter media tidak harus menimbang 440

mg CaCl,.

luvenil

Larutan stok

Keragaman

somaklonai

Laminar qirflow

caDlnet

In vitro

Induksi
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Morfogenesis

Mutagen

ur.gan

Organogenesis

Pembelahan meiosis

Pembelahan mitosis

Kata sifat. lanaoran dcwasa :trlinyal

tanaman yang mempunyai l(enanlpuan
untuk berbunga 0ihat juvenil).

Proses pembentukan organ.

ZJi krmid vang digunJkan s.bapdi .rgen

untuk memutasi organisme.

Bagian dari struktur tanaman yang

mcrnpunyai lun9.i i.' 1"n,r. r'au,nt.,
daun, akat batang, bunga, dan laiD lain.

Proses pembentukan organ.

Disebul J||qa pembeldhan red u k"i.
Pembelahan sel menghasilkan sel sel

vang m.rsinB'masinB mempunydi In]
kromosom,

Pemb.lahan 'el menghasi.kan -el sel
yang masing-masing mempunyai [2n]
kromosom,

Pembuluh xilem dan floem.

Discbut juga perbanyakan kawin-
lcrbdnyrk,rn rdnamdn melJlLi petpadu
an antara gameijantal dan gamet betina.

Disebut juga perbanyakan tak kawin.
Perbanyakan tanaman melalui bagian

tanaman serta tidak nelibatk:ll
perpaduaD antara gamet jantan dengan
gamel oetlna.

Tan.rman kl..il hasil leknik kultur
jaringan. Tanaman kecjl ini harus
dibesarkan dulu di tempat pembibitan
sebelum ditanam di lapang.

Propagul I\lrlalr iIi b.r.J di;urr:rk:rrr 1'.rrl,r krrltrrr

jarinB,rn I IlJDr.llL B.rgr,||r t.rn.rIr,lh lr'r-rl
kullur i, villL' )dIts (l.rp.rl (liEUr,rk,|Il

untuk bahan perbanyakan tanamaD lel)ih

lanjur sc',rr,r ln vlfrn. rlrisalhvd lrr|lJ\.
Pada wakru disubkrrltul iun.r\ ini d.il'irl

menjadi lebih banyak.

Suatu tek[ik nlelnodifikasi sifat genetil(

tanaman dengan cara mengintegrasikau
gen secdra rangsung ke dalam genorn

l.rndman tersebut. Card menBinlFtsrasi

kan gen ini menggunakan suatu teknik

transformasi, misalnya dengan bantuan

Agt obdrlet tum lumcloticns aldr !!n,
gun [metode biolistik].

Tanaman ini dapat dihasilka[ dari kultur
serbuk sari in vifro. Jalur regenelasi ya[g
dijalani adalah melalui pembentukan

kalus. Penyebabnya harena berasal

rlar i serbuk 'dri yang mcnts.rrJ nts

[nJ kromosom naka kalus ini juga

mengdndurg (n) kromosun. D.llJm pro

ses seldnjur nyd dka lerjad i penggandaan

kromosom secara spontan sehingga

terbentuk kalus yang mengandung

[2nJ kruJnn5nm. Apabila kalu. iln] ini

berkembang menjadi tanaman maka

canamdn ini ddalah ldndmdn douhlP

fidploid. Keistimewaan tanaman do&ble

ioploid adrlah b.rhwa lanamdn ini

homozigot pada setiap lokusnya.

Rekayasa genetika

Tanaman dourle
hoploitl

Pembuluh vaskuler

Perbanyakan

geneIatif

Perbanyakan

vegetatif

PlanletfPldntlet
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Tanan)an transgenik

Teori totipotensi sel

Ti-plosnicl

True-to type

'lll|rJnr, r yJ JI Dt, trq:rn(lunq lll,
kromosom. Tanamar ini dapat dihasilkan
den8an mengulturkan \etbuk sd l4
yifro dan meregenerasikannya menjadi
taDaman.

Tanaman hasil rekayasa genetika.

Teori ini menydtakdn bahwa seri.rp
sel tumbuhan mempunyai perangkat
fisiologis maupun genetik lengkap
Lrnluk tumbuh ddn bprkembang mcnjadi
lumbuhdn uluh pdda kondisi yalrg sesu;,.

Tumar-indu.ing p/.rsmid. Pldsmid Ja ri
Agroboctetium tumclacien. lhaktc,ri
tanahJ, bakteri penyebab penyakit puru
pada sejumlah tanaman.

Suatu individu tanaman dikatakan frue-
lo-lvpe )ika l.lnaman tersebut memiliki
komposisi genetik tertentu yang sama
dengan induknya. Demikian juga, suatu
populasi tanaman dikatakan true-to -ry p e
jika individu-individu tanaman dalanr
populasi tet sebut mpmpunyai komposisi
genelik terlentu ydng sama satu dengrn
lainnya dan sama dengan induknya.

Ilrn.rnr.rtr h.rllnirl 'funas adventif Tunas yang tLtI11buh bukaD Llal-i Inatil

lunJ,, lplapi dJIispl-scl v.rlrg "lrasibtr) |

tidak akan berkembang menjadi tunas.

Misalnya, secara ln vitro tunas dapat

tumbLrh dari daun. Dalam hal ini, sel-sel

daun tumbuh dan berkembal1g menjadi

tunas. Tunas jni bemsal dari sel-sel yang

"nasibnya" adalah sel-sel daun, bukal
sel-sel tunas.

Tunas samping. Tunas yang tumbLlh dan

berkembang dari mata tunas yang ada

di ketiak daun. Tunas yang tumbuh dan

berkembang dari mata'mata tunas pada

buku-buku batang-

Mengganbarkan seberapa tua atau muda

umur bagian tanaman. Misalnya, daun

tanaman kedel.ri bagian atds mcmpunyai

umur fisiologi yang lebih muda daripada

daun bagian bawah.

Umur ontogeni. Menggambarkan

seberapa dewasa suatu tanaman

Misalnya, tanaman mangga ini sudah

dewasa, tetapi tanaman malgga ltu
belum dewasa. Pernyataan tersebut

menggambarkan umur ontogeDetilc

Tanaman mangga yang sudah cukup

umur dan pernah berbuah maka

dikatakan bahwa tanaman mangga itu

adalah tanaman dewasa.

Tunas alsilar

Um ur [isjologi

Umur ontogenetik
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'ItBol

7,P1'

Suatu scl (2") I(romosom yang

merupal<an hasil penggabungaD aDtara
gamet jantan dan gatnet betina.

Zat Pengatur Tumbuh. Zat bukan hara
dlami alarrpLln .inl.tik ydng daldm
korscntrasi rendah d.rpdt mentengaruhi
pertumbuhan dan perkembangan bagian
tal|dman aldu tanJm.ln sp.ara utuh, bdrk
ex yitro maupun in yitro.

,.'Jentanq l/enutls

Dr.Ir. Dwi Hapsoro, M.Sc.lahir di Pemalang,

2 Apr il lco l, lulu\ scbd8ai Sari Ina Pcrtani'rn

ddri Dcparlemen Agrollomi ln<lil ut Perl'rni'rn

Bogor OPB Bogor) pada tahun 1985 I'ulus

sebagai magister bidang Fisiologi Tanaman

darj University of Kentucky, Lexi[gion,

Amerika Serikat tahun 1991 Kemudian,

lulus sebagai doktor bidang Bioteknologi Tanaman dari IPB

Bogor iahun 2005 dengan sebagian penelitian discrtasinya

dilaksa[akan di The University of Queensland' Australia

Seluruh tugas'akhir pada masa studinya adalah pada bidang

kultur iarjngan tanaman atau peDggunaan kultur iafingan

tanaman untuk mempelajari aspek perbanyakan' lisiologi' dan

bioteknologi tanaman Penulis adalah doscn pada Program Studi

Agroteknologi, Agronomi, dan Hoftikultura; Magister Agronomi;

serta Doktor Ilmu Pertanian di Universitas LampunS Penelitian

yang telah serta sedang dilakukan berfokus pada kultur jaringan

untuk perbanyakan, meljputi tanaman_tanaman vanili' kacang

tanah, kedelai, anggrek, pisang, duku, melinjo' kelapa sawit'

jarak pagar, nanas, semangka, kopi, krisan, 
'intfiurium' 

dan tebu

Sejumlah penelitian mengenai kuitur jaringan untuk rekayasa

genetika dan pemuliaan mutasi BLlkrr ini adalah buku kedua

penulis di bidang kultur jaringan. Buku yang pertama berjudul

Kulttlr laringan untuk Perhanyal<an KIonal Kelapa Sawit lElaeis

guineensis lacq.] yang terbit tahun 20151t 2 -Rultur Jqringan



Prof. Dr.lr. Yusnita, M.Sc. lahir cliJombang,
3 Agustus 1961, nlerllpakan guru besar pada

Program Studi Agroteknologi; Agronomi
dan Hortikultura; Magister Agronomi; serta
Program Doktor Ilmu Pertanian Universitas
Lampung- Pendidikan sarjana diperoleh
dari Departemen Agronomi Fakultas

Pertanian Institut Pertanian Bogor OPB Bogorl, [l]us tahun
1984. Pendidikan magister bidaDg Hortikultura diperoleh
dari University of Kentucky, Lexington, Amerika Serikat, lulus
tahun 1990. Pendidikan doktor bidang Bioteknologi Tanaman
diperoleh dari IPB Bogorl lulus tahun 2005. pengalaman

penelitian penulis meliputi kultur jaringan untuk perbanyakan
bemgam tanaman, seperti vanili, anggreK kacangtanah, stroberi,
krisan, tebu, pisang, nanas, dnthur[um, melinjo, kelapa sawit,
dan kopi. Penulis juga meneliti mengenai perbanyakan vegetatif
sejumlah tanaman, misalnya tanaman lada, sirih merah, ananas,
anggrek, aglaonema, dan jambu. Buku ini adalah buku ke-7 yang
ditulisnya. Sebelumnya, penulis telah menulis sejumlah buku
yang berjudul kultur jaringa Caro Memperbanyak Tanaman
secaro Efisien (2003), Perbanydkon ln Vitro Tdnomqn Anggrek
(2010), Pemuliaan Tanamon untuk Menghasilkan Anggrek
Hibrida Unggul (2012), Kultur laringan Tonaman Pisang (2015),
Kultur Jqringan Tanaman sebagoi Teknik Penting Bioteknololli
untuk Menunjang Pembangunon Pertanian (2015), dan Kultur
laringan untuk Perbanyakan Klonal Kelapa Sawit fElaeis
g u i neen si s lacq.) {207 6).
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