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PENGARUH PEMBELAHAN PUCUK POROS EMBRIO DAN MEDIA TANAM
TERHADAP REGENERASI TUNAS KACANG TANAH IN VITRO

Setyo Dwi Utomeo, Ani Ragiliyani, dan Agus Karyanto
Jurusan Budidaya Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung,

JI. S. Brodjonegoro | Bandar Lampung 35145, Telp. 0721 781820

ABSTRACT

THE EFFECT OF LONGITUDINAL SLICING OF THE EMBRYONIC AXIS AND GROWTH MEDIA ON
SHOOT REGENERATION OF PEANUT IN VITRO. Regeneration in vitro is an essential part of gene transfer
systems using recombinant DNA technology. The procedure of regeneration in vitro must be efficient. The
wounding of explant can enhance the efficiency of plant genetic transformation mediated by Agrobacterium. The
objective of this study was to evaluate the effect of slicing of the tip of zygotic embryo axes and culture medium on
shoot regeneration of peanut cv. Gajah and Kelinci. A factorial experiment was conducted consisting three
factors, i.e., slicing the the top | 3 of embryo axes (intact, slicing resulting 2 equal sections, and slicing the tip of
axis resulting 4 sectors); cuture medium (MS without and with amendment of 6 mg 'l benzylaminopurine (BAP)
and 2 mg/l naphtaleneacetic acid (NAA)); dan peanut cultivar (Gajah dan Kelinci). One cotyledon was removed
from intact seed; then axis with one cotyledon was surface-sterilized. Explanis were the top 13 of axis without
leaflets. The tip of axis was sliced according to the treatments. BAP and NAA increased the number of shoots of
Jrom intact explants. The slicing of the tip of axes and culturing on medium with BAP and NAA increased the
average number of shoots of cv. (zajah but not Kelinci. Slicing resulting 2 equal sections of explanis cv. (zajah

produced 6.3 shoots per embryo axis, which was higher than slicing resuliing 4 equal sectors.

Key words: Arachis hypogaea, slicing, lip of embryo axis, BAP, NAA

PENDAHULUAN

Regenerasi secara in viiro adalah salah satu
bagian pokok transformasi genetik tanaman.
Tanaman transgenik diregenerasikan dari jaringan
atau sel transgenik. Kriteria penting pemilihan
protokol regenerasi in vitro adalah efisiensi berdasar
jumlah tanaman yang diregenerasikan per eksplan
dan  minimalisasi keragaman somaklonal.
Regenerasi dari meristem poros embrio zigotik
relatif cepat dan tidak mengalami fase kalus tidak
terdiferensiasi. Regenerasi in vitro yang melalui
fase kalus tidak terdiferensiasi berpeluang besar
menyebabkan keragaman somaklonal (Karp dan
Bright, 1985).

Regenerasi in vilro menggunakan poros
embrio telah dilaporkan (Braveman, 1975; Schnall
dan Weissinger, 1993). Poros embrio zigotik kacang
tanah berpotensi besar untuk digunakan sebagai
eksplan transformasi genetik karena mempunyai
meristem apikal dan aksilar yang relatif mudah
diinduksi untuk membentuk tunas. Jumlah tunas
yang terbentuk diharapkan dapat ditingkatkan
melalui pelukaan yaitu dengan cara pembelahan atau
pencacahan pucuk poros embrio. Perlakuan tersebut
diharapkan dapat mematahkan dominansi apikal
pada poros embrio sehingga merangsang
pembentukan tunas aksilar (Hopkins, 1995; Di er
al., 1996). Pelukaan jaringan atau sel tanaman
merupakan syarat penting dalam transformasi

genetik menggunakan Agrobacierium tumefaciens.
Sel atau  jaringan tanaman yang terluka
menghasilkan senyawa asetosiringon.  Senyawa
tersebut menarik Agrobacterium untuk menginfeksi
sel atan jaringan yang terluka (Bolton ef al., 1986).
Dapat disimpulkan bahwa efisiensi transformasi
genetik  tanaman dapat ditingkatkan melalui
pelukaan sel meristem, a. 1., pucuk poros embrio
karena sel meristem relatif mudah diregenerasikan.

Zat pengatur pertumbuhan (ZPT) khususnya
auksin dan sitokinin merupakan komponen penting
dalam medium kultur jaringan untuk merangsang
pertumbuhan dan diferensiasi sel. Sitokinin
cenderung bersifat melawan dominansi apikal dan
merangsang pemunculan mata tunas lateral yang
biasanya dorman akibat pengaruh mata tunas apikal
(Hopkins, 1995). Sitokinin merangsang pembelahan
sel dan pembentukan tunas adventif, dan
mematahkan dominasi apikal (Pierik, 1987).
Regenerasi tunas kacang tanah tertinggi diperoleh
dari perlakuan media yang mengandung 6 mg/l BAP
dan 1 mg/l NAA (Mroginski ef al., 1981). Utomo °
(2000) melaporkan regenerasi tunas tertinggi untuk
varietas Gajah dan Kelinci diperoleh dani media
yang mengandung 6 mg/l BAP dan 2 mg/l NAA.

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi
pengaruh pembelahan pucuk poros embrio, dan
media tanam terhadap pembentukan tunas kacang
tanah varietas Gajah dan Kelinci.
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BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur
Jaringan Fakultas Pertanian Universitas Lampung
mulai bulan November 2000 - TFebruari 2001.
Penelitian dilaksanakan menggunakan rancangan
acak kelompok yang terdiri dari 12 perlakuan yang
merupakan kombinasi tiga faktor yaitu pembelahan
pucuk poros embrio zigotik. varietas, dan media
tanam.  Dilakukan tiga cara pembelahan atau
pencacahan pucuk yaitu poros embrio dengan pucuk
utuh (selanjutnya disebut utuh), poros embrio yang
dibelah menjadi dua (selanjutnya disebut belah 2).
dan poros embrio yang dicacah menjadi empat pada
bagian pucuk (selanjutnya disebut cacah 4).
Varietas kacang tanah vang digunakan adalah Gajah
dan Kelinci. Gajah memiliki polong berbiji dua dan
termasuk varietas botani vulgaris; sedangkan
Kelinci memiliki polong berbiji tiga atau empat dan
termasuk varietas botant fastigiata (Stalker dan
Simpson. 1995).  Eksplan dikuiturkan pada dua
macam media tanam yaitu media MS yang diberi
BA 6 mg/l dan NAA 2 mg/l (MS.) dan media MS
tanpa ZPT sebagai kontrol (MS,). Sebetulnya setiap
perlakuan direncanakan diulang 20 kali. Karena
sebagian eksplan terkontaminasi atau mati. jumlah
ulangan tiap perlakuan berkisar antara 5 - 20 kal.
Setiap satuan percobaan terdiri dari satu botol kultur
yang berisi dua poros embrio sebagai eksplan.

Eksplan merupakan poros embrio biji
kacang tanah yang telah dipisahkan dari leaflemya
dan dibuang bagian radikel embrio.  Eksplan
dipersiapkan dari biji yang schat, yaitu biji dalam
keadan utuh, mulus, besarnya normal. dan warna
kulit arinya tidak kusam. Biji dibelah menjadi dua
dan salah satu kotiledon dibuang. Poros embrio
yang membawa satu  kotiledon  disterilisasi
permukaannya dengan cara merendam-kocok dalam
5% NaClO (Bayclin 15%) vang ditambah 2 tetes
Tween 20 selama 4 menit, lalu dibilas 3 kali dengan
air steril. Selanjutmya poros embrio dipisahkan dari
kotiledon dengan cara memotong + 1/3 bagian atas
poros embrio. Daun embrio dipotong sehingga
diperoleh 1/3 bagian poros embrio yang siap diberi
perlakuan pembelahan atau pencacahan pucuk.
Pembelahan atau pencacahan dilakukan
menggunakan mata pisau nomor 11 dengan
kedalaman 0,5~ 1 mm pada bagian titik tumbuhnya.

Sebagai kontrol (MS;) digunakan media
Murashige dan Skoog (Murashige dan Skoog, 1962)
yang mengandung vitamin, mio-inositol. dan
sukrosa 30 g/l. Media perlakuan (MS) adalah

media kontrol yang ditambah BA 6 mg/l dan N2+ &
mg/l  (Utomo.  2000). Media dipadatiam
menggunakan agar 7 g/l Sebelum a2
ditambahkan, pH media diatur menjadi 5.8 demzss
menambahkan KOH atau HCl. Kemudian meda
dimasak di atas kompor gas sambil diaduk hinges
mendidith. Media dituang ke dalam botol-boss
berukuran 60 ml sebanyak 20 ml per botol das
ditutup dengan plastik bening dan diikat dengas
karet gelang. Media diotoklaf selama 15 menit pads
tekanan 1,2 kg/cm’ untuk sterilisasi.

Poros embrio yang sudah steril dikulturkas
pada media dalam botol. dan diinkubasikan pads
rak-rak kultur dengan penyinaran lampu TL
intensitas + 1000 lux, dan temperatur ruangan =
26"C dengan periodisitas terang/gelap selama 16%
jam per hari. Setelah poros embrio berumur =
minggu dilakukan sub-kultur pada media yang sama
Sub-kultur dilakukan dengan cara memindahkan
seluruh poros embrio ke dalam botol yang berukuran
350 ml berisi 30 ml per botol. Akar dan kalus yang
berwarna coklat dibvang untuk merangsang
pembentukan tunas.

Proporsi eksplan poros embrio yang
membentuk tunas yang dibandingkan dengan jumlah
poros embrio yang dikulturkan dan  tidak
terkontaminasi diamati 3 minggu setelah tanam
(MST): sedangkan variabel lainnya diamati pada
saat kultur berumur 7 MST yaitu rata-rata jumlah
tunas aksilar dan apikal per poros embrio yang
dikulturkan, rata-rata jumlah tunas adventif per
poros embrio; rata-rata total tunas, yaitu hasil
pemjumlahan tunas apikal, aksilar, dan adventif per
poros embrio; dan jumlah daun pada tunas per poros
embrio. Yang dimaksud tunas adalah struktur bakal
batang atau cabang yang memiliki > 1 daun
tetrafoliat (berdaun empat). Tunas aksilar adalah
tunas yang berasal dari meristem aksilar. yaitu
terletak pada sudut antara batang dengan primordia
daun. Tunas adventif adalah tunas yang muncul dari
kalus atau ruas batang. Karena sulit dibedakan
dalam pengamatan, dalam bab Hasil dan
Pembahasan, tunas aksilar mencakup tunas apikal.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tunas aksilar terbentuk pada semua
kombinasi perlakuan pada umur 2 — 3 MST.
sedangkan kalus hanya terbentuk pada media MS..
Dari 20 poros embrio yang ditanam pada setiap
perlakuan, proporsi poros embrio zigotik yang
membentuk tunas untuk varietas Gajah berkisar
antara 75 — 100%, sedangkan varietas Kelinci
berkisar antara 15 —70% (Tabel 1).
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W © Sroporst eksplan poros embrio yang hidup dan aseptik dan proporsi eksplan poros embrio yang
membentuk tunas pada umur 3 MST
‘wreszs | Pembelahan | Jumlah | Proporsi poros embrio hidup " Propofsi poroé embrio_}w:g B
pucuk poros | eksplan | dan aseptik membentuk tunas '
embrio poros MS, | MS,  MS, | MS,
.| i3 e“'lbr'_“] Jml. Yo I Jmli |_ _o/[l | Jml | "_u_ r_ .IIIL _"/n
— Utuh 20 | 16 80 | 17 | 8 | 16 | 100 | 17 | 100
W | Belah 2 | 20 | 15 75 20 ‘ 100 15 100 20 100
man | Cacah 4 =20 | I8 | #b 19 | 95 16 100 | 19 100
fsimei | Utuh e 12 | 60 | 14 4 70 | 12 | 100 | 14 | 100 |
bsfimci  [Belah2 | 20 | 11 5 | 7 | &8 1s.| 100 3 43
\simci | Cacah4 w20 1 s 25 | 58 [ 95 [ 4 00 | B~ | w0 |

Dibandingkan kontrol (MS;). media tanam
nvata meningkatkan total jumlah tunas yang
w=oentuk dari eksplan utuh varietas Gajah dan
(Gambar 1A, 1B, 1C; Gambar 2).
‘=rakuan medium MS, meningkatkan jumlah tunas
ssiar dan adventif. Varietas Gajah dan Kelinci
menunjukkan  tanggapan yang  berbeda terhadap
serizkuan media tanam. Pada kombinasi perlakuan
“S0-utuh (medium MS, dan eksplan tidak dicacah),
wmlah tunas yang diregenerasikan dari eksplan
-anetas Kelinci nyata lebih banyak daripada Gajah:
shaliknya pada MS,-utuh, jumlah tunas yang
Zegenerasikan  dari eksplan  varietas  Gajah
cenderung  lebih  banyak  daripada  Kelinci.
Tanggapan yang berbeda antar genotipe kacang
anah juga dilaporkan oleh McKently ef al. (1990).
Penambahan sitokinin dan auksin yaitu BA 6 mg/]
dan NAA 2 mg/l (media MS,) diduga dapat
meningkatkan jumlah zat pengatur pertumbuhan
endogen pada poros embrio. Sitokinin eksogen yang
digunakan baik pada pucuk maupun tunas aksilar
dapat menghindarkan pengaruh dominansi apikal
(Hopkins, 1995). Penggunaan perbandingan
sitokinin yang lebih tinggi daripada auksin akan
merangsang inisiasi tunas, sedangkan sebaliknya
merangsang inisiasi akar (Skoog dan Miller, 1957).
Varietas  Gajah  dan  Kelinci  juga
menunjukkan tanggapan yang berbeda terhadap
kombinasi perlakuan belah 2 atau cacah 4 dengan
media tanam. Pada medium MS,, perlakuan belah 2
atau cacah empat tidak berpengaruh nyata terhadap
rata-rata jumlah tunas aksilar, apikal, dan adventif
per eksplan varietas Gajah; sedangkan cacah 4
menurunkan jumlah tunas aksilar per eksplan
varietas Kelinci. Tunas adventif tidak terbentuk pada
explan varietas Gajah yang dikulturkan pada MSO
(Gambar 1A, 1B, dan 1C). Pada medium MS..
perlakuan belah 2 dan cacah 4 meningkatkan rata-
rata jumlah tunas aksilar dan adventif per eksplan

e
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varietas Gajah; sebaliknya perlakuan belah 2 dan
cacah 4 menurunkan rata-rata jumlah tunas aksilar
dan adventif per eksplan varietas Kelinci. Perlakuan
pembelahan pucuk poros embrio mengakibatkan
terbelahnya meristem apikal dan meristem aksilar,
Hal ini diduga menurunkan sintesis auksin endogen
pada pucuk poros embrio dan menurunkan aliran
auksin dari pucuk ke pangkal poros embrio sehingga
memacu pembentukan mata tunas dan tunas apikal
maupun aksilar. Tetapi dalam media MS, dengan
konsentrasi auksin dan sitokinin endogen yang ada
pada poros embrio diduga belum mampu
meningkatkan jumlah tunas aksilar yang dihasilkan.
Penurunan rata-rata jumlah tunas varietas Kelinci
diduga berhubungan dengan pengaruh merusak
secara fisik perlakuan belah dua atau cacah empat.
Bentuk pucuk poros embrio varietas Kelinci lebih
lancip dan kecil daripada Gajah sehingga proporsi
pucuk poros embrio yang rusak akibat perlakuan
belah 2 atau cacah empat lebih besar. ‘

Rata-rata total jumlah tunas terbanyak yaitu
6.3 = 0.4 tunas per eksplan ditunjukkan oleh
eksplan varietas Gajah yang mendapat perlakuan
belah 2 dan dikulturkan pada medium MS. Jumlah
tersebut terdiri dari 5,2 + 0,2 tunas aksilar dan 1,1 +
0.1 tunas adventif Untuk varietas Kelinci. Jjumlah
tunas terbanyak yaitu 3.1 + 0.4 (terdiri dari 2,8 + 0,3
tunas aksilar dan 0.3 + 0,1 tunas adventif) berasal
dari eksplan utuh yang dikulturkan pada medium
MS+.

Agar menjadi tanaman lengkap, tunas harus
melalui tahap pengakaran dan aklimatisasi. Kualitas
tunas antara lain bergantung pada jumlah daun per
tunas.  Suatu tunas siap diakarkan jika telah
membentuk 3-4 daun (Utomo, 1999). Dalam
penelitian ini, pada 7 MST, rata-rata jumlah daun per
tunas untuk semua kombinasi perlakuan berkisar
antara 2,0 — 4.1 (Tabel 2). Rata-rata jumlah daun
per tunas tertinggi ditunjukkan oleh kombinasi
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perlakuan Kelinci - cacah 4 — MSO. Tunas yang
dihasilkan eksplan pada MS0 membentuk daun
sebanyak 2.5-4.1; sedangkan pad MS+ sebanyak
2,0 - 3,0. Dengan demikian pada 7 MST, tunas dari
MSO0 lebih siap diakarkan daripada dari MS+.
Penelitian  ini  tidak mencakup  tahap
pengakaran dan aklimatisasi. Proporsi pengakaran

dari tunas kacang tanah berdaun tiga atau empat
yang dikulturkan pada medium MS (Murashige dan
Skoog. 1962) yang mengandung Tmg/l NAA dan
0,04 mg/l kinetin lebih dari 90% (Utomo, 1999).
Sebagian tunas dari eksplan varietas Kelinci utuh
yang dikulturkan pada medium MS,  telah
membentuk akar pada 7 MST (Gambar Z).

| | | DVSOGah | |
7 . . ) ! EAMSO Kelinci | |
5 | B MS+ Ga{:ah |
‘ ;g 6 ]I = M§+ Kq;nci | |
| Ee) i | &
e TR 2
| £ m 3 I ‘
E 5 2 |
5€ 1 |
E 0 | i ‘
= Utuh Belah 2 Cacah 4
| Pembelahan Pucuk Poros Embrio |
1A |
i e ;
= |
[ § g 15 1 - I
e sl - : : ! |
| Ead? ' Ejw |
2 0.6 - : =
| ’%:‘E 0.3 4 . i ] |
. E 5 0 | el ] e - e -
! = Belah 2 Cacah 4 |
‘ Pembelahan Pucuk Poros Embrio i
1B | .
| |
| £ 6 |
8
25 |
| a 4 |
=4 |
o3
| -g‘ 3 E .
| 32 |
2 |
| g | |
| E‘ 0 | : =1 4 £ i |!
| Utuh Belah 2 Cacah 4
1C

Pembelahan pucuk poros embrio i

Gambar 1. Rata-rata jumlah tunas per eksplan poros embrio pada kultur in vifro dalam media MS; dan media
MS.. Pengamatan dilakukan pada kultur umur 7 MST. Bar menunjukkan standard error
Keterangan Gambar 1A juga berlaku untuk Gambar 1B dan 1¢

1A, Rata-rata tunas aksilar dan apikal per eksplan
1B. Rata-rata tunas adventif per eksplan
1C. Rata-rata tunas aksilar, apikal, dan adventif per eksplan
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Tabel 2. Rata-rata jumlah daun per tunas dari kultur aseptik pada umur 7 minggu setelah tanam

Varictas ' Pembelahan pucuk '______ Jumlah daun per poros embrio
- ___porosembrio | Medium MS, ~ Medium MS,
Gajah — Utuh 35 __ 23 ]
Gajgh T i T
Gajah Cacah 4 s B8 23
Kelinci e e 2,5 22
Kelinci Belah2 | 2.5 2,3
L Kelinci T Cahd [ 4 3.0

e s

r B

Gambar 2. Tunas yang terbentuk pada 7 minggu setelah tanam. K;, dan G, berturut-turut adalah tunas dari
eksplan poros embrio utuh varietas Kelinci dan Gajah yang dikulturkan pada MS, (medium MS tanpa
zat pengatur pertumbuhan). K, dan G ;. berturut-turut adalah tunas dari eksplan poros embrio yang
mendapat perlakuan cacah empat varietas Kelinci dan Gajah yang dikulturkan pada MS. (medium

MS mengandung 6 mg/l BAP dan 2 mg/INAA)
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KESTMPULAN

Medium MS yang mengandung 6 mg/l BAP
dan 2 mg/l NAA nyata meningkatkan jumlah tunas
dari eksplan poros embrio zigotik varietas Gajah dan
Kelinci.  Pembelahan pucuk poros embrio pada
varietas Gajah meningkatkan pembentukan tunas,
sedangkan pada varietas Kelinci sebaliknya.
Perlakuan belah 2 pada varietas Gajah merupakan
perlakuan pembelahan yang menghasilkan tunas
lebih banyak daripada utuh dan cacah 4. Kombinasi
perlakuan belah 2 pada varietas Gajah dalam
medium yang 6 mg/l BAP dan 2 mg/l NAA
merupakan kombinasi perlakuan terbaik vaitu
menghasilkan 6.3 funas per eksplan.
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