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KATA PENGANTAR

Peningkatan produktivitas dan kualitas penelitian di
Perguruan Tinggi merupakan suatu proses, dan melibatkan
berbagai komponen. Kegiatan seminar yang secara khusus
menampilkan hasil-hasil penelitian dapat memberikan
pengaruh positif pada pengembangan dan peningkatan
kualitas hasil penelitian. Dalam rangka Dies Natalis Unila
ke-34 telah diselenggarakan Seminar Hasil-Hasil Penelitian
Dosen Universitas Lampung pada tanggal 4 Oktober 1999.
Hasil seminar ini didokumentasikan dalam bentuk prosiding,
sehingga dapat menjadi sumber informasi bagi kalangan yang
lebih luas.

Penulisan hasil seminar dalam prosiding disusun
berdasarkan kelompok bidang ilmu dari makalah-makalah
yang dipresentasikan. Kepada semua pihak yang telah
membantu penyelenggaraan seminar dan penyusunan
prosiding, kami ucapkan banyak terima kasih. Semoga hasil

seminar ini bermanfaat bagi yang memerlukan.

Bandar Lampung, April 2000

Penyunting
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EFEKTIVITAS BENZIL-ADENIN (BA) DALAM MERANGSANG
MULTIPLIKASI TUNAS STRAWBERI IN VITRO DARI EKSPLAN
MERISTEM PUCUK

Agus Karyanto, Yusnita, dan Nanik Sriyani
Jurusan Budidaya Pertanian, FP UNILA

Abstrak. Penggunaan meristem pucuk sebagai eksplan dalam perbanyakan
tanaman strawberi (Fragaria sp.) belum banyak dilakukan di Indonesia,
meskipun eksplan meristem dapat dimanfaatkan untuk mendapatkan tanaman
yang bebas penyakit terutama yang disebabkan oleh virus. Tujuan penelitian
i adalah untuk menguji pengaruh sitokinin (benzil-adenin atau disingkat
BA) dalam multiplikasi tunas strawberi secara in vitro. Penelitian dilakukan
di laboratorium kultur jaringan tanaman, Fakultas Pertanian UNILA, mulai
Februan sampai Agustus 1999. Perlakuan yang terdiri dari 9 taraf
konsentrasi BA, yaitu 0, 1, 2.5, 5, 7,5, 10, 15, 20, dan 40 pM medium MS
(Murashige dan Skoog, 1962), disusun dalam rancangan acak lengkap
Setiap perlakuan diulang 5-6 kali dan setiap satuan percobaan adalah satu
botol kultur yang ditanami satu eksplan. Eksplan berasal dari BLPP
Lembang. Tanpa BA, meski tunas tumbuh memanjang tetapi multiplikasi
tunas tidak terbentuk sehingga tidak sesuai untuk tujuan perbanyakan tunas.
Medium MS plus 1 pM BA menghasilkan multiplikasi tunas yang paling baik
pada parameter jumlah tunas, rata-rata panjang tunas, dan penampilan kultur
secara visual (foto). Konsentrasi BA > 7,5 uM menyebabkan pertumbuhan
tunas yang tidak normal yaitu mengalami vitrifikasi dan tunas berwarna hijau
pucat. Gejala vitrifikasi ini sampai taraf tertentu dapat dipulihkan dengan
pemindahan kultur (subkultur) ke media ber-sitokinin rendah (MS + 1 pM
BA).

PENDAHULUAN

Kultur jaringan tanaman merupakan salah satu teknologi yang
memiliki masa depan cerah dalam bidang pertanian dan hortikultur.
Diantara berbagai teknik kultur jaringan, pemanfaatan kultur pucuk untuk
memperbanyak tanaman telah berkembang dengan pesat. Teknik
perbanyakan dengan pucuk dan meristem pucuk mensyaratkan kondisi
aksenik untuk mengambil daerah meristematik dari pucuk tersebut,
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pentransferannya dalam media steril, dan manipulasi kondisi kultur yang akan
menghasilkan pembentukan plantlet yang lengkap (George dan Sherrington,
1984). Kedua jenis kultur tersebut terutama pada ukuran eksplannya. Pada
kultur meristem, hanya daerah meristem berukuran < 0,5 mm yang diambil,
sedangkan pada kultur pucuk yang berukuran 0,5 - 1 cm umumnya masih
menyertakan satu atau dua primordia daun. Kultur pucuk sampai sejauh ini
merupakan metode yang paling banyak digunakan secara komersial untuk
mendapatkan bibit dalam jumlah besar dan seragam (Styer dan Chin, 1983;
George dan Sherrington, 1984), sedangkan kultur meristem dapat digunakan
untuk eliminasi virus pada strawberi (Smith dkk., 1970; Converse, 1972).
Strawberi adalah tanaman buah yang pertama kali dibiakkan secara
besar-besaran dengan menggunakan kultur in vitro (Boxus, 1974). Namun

demikian, perbanyakan strawberi secara in vifro belum banyak dilakukan di - -

Indonesia padahal potensi dan prospek pengembangan strawberi di Indonesia
sangat bagus. Teknik kultur jaringan sangat bermanfaat terutama bagi
kultivar-kultivar yang selalu berbunga (berbuah) dan menghasilkan sedikit
geragih, terutama kultivar-kultivar yang tumbuh di daerah tropis atau
tanaman hari-netral (Debergh dan Zimmerman, 1991).

Dalam pembiakan mikro, peran zat pengatur tumbuh (ZPT) sangat
besar. Hal yang perlu diperhatikan dalam menggunakan ZPT adalah jenis,
konsentrasi, waktu penggunaan, dan periode pengkulturannya. Peningkatan
jumlah tunas yang optimal dapat dipacu dengan aplikasi sitokinin yang cukup
dalam media. Namun demikian, perbanyakan tunas pada berbagai spesies
tanaman ternyata sangat dipengaruhi oleh jenis dan konsentrasi sitokinin
yang digunakan. Untuk inisiasi tunas, baik pada angiosperm dan
gimnosperm, sitokinin N6-benzyladenine (BA) paling sering digunakan
dengan konsentrasi sampai dengan 25 pM (Styer dan Chin, 1983; George
dan Sherrington, 1984). Jenis sitokinin lain yang tergolong aktif adalah
thidiazuron (TDZ), dan penggunaan 0,01 -- 0,05 mg/l TDZ dapat
merangsang multiplikasi tunas.  Beberapa peneliti menyatakan bahwa
aktivitas TDZ kurang lebih sama atau lebih tinggi dibandingkan dengan BA
(Nieuwkerk dkk., 1986), zeatin (Mok dkk., 1987) atau kinetin (Mok dkk_,
1979). Namun demikian, setiap tanaman akan menunjukkan respon yang
berbeda sehingga eksplorasi efektivitas jenis dan konsentrasi sitokinin mutlak
diperlukan dalam tahap awal regenerasi eksplan secara in vitro (Gunawan,
1995). Tanaman strawberi umumnya sangat responsif terhadap aplikasi BA
(Styer dan Chin, 1983, Kartha dkk., 1980), selain itu jika dibandingkan
dengan jenis sitokinin yang lain, BA relatif lebih murah dan mudah didapat di

36 Pros. Seminar Hasil-Hasil Penelitian DosenUniversitas Lampung, 4 Okt 1999



Indonesia.

Tujuan percobaan ini adalah untuk mempelajari pengaruh berbagai
konsentrasi BA terhadap multiplikasi tunas strawberi yang berasal dari
eksplan meristem pucuk.

BAHAN DAN METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium kultur jaringan tanaman,
Fakultas Pertanian, Universitas Lampung mulai tahun bulan Februari sampai
Agustus 1999.

Sterilisasi Eksplan. Bahan tanaman untuk eksplan adalah sulur
tanaman strawberi varietas Mentras koleksi BLPP Lembang, Jawa Barat.
Pucuk stolon sepanjang + 3 c¢m dipotong, kemudian dicuci dengan sedikit
detergent dalam air mengalir selama kurang lebih 30 menit. Kemudian
dilakukan pengupasan (pembuangan) tiga sampai empat daun pucuk stolon
yang terluar dengan hati-hati, sedemikian rupa sehingga pada pucuk stolon
tersebut yang tersisa adalah daun muda yang masih kuncup berwarna hijau
keputih-putihan.  Sterilisasi eksplan dilakukan dengan cara merendam
eksplan, sambil dikocok-kocok selama 15 menit, dalam larutan Bayclin 20%
(1,05 % NaOCl) plus dua tetes Tween 20 per 100 ml larutan. Pengocokan
ini kemudian diulangi lagi dengan larutan Bayclin 20% plus dua tetes Tween
20 selama 10 menit, dan sekali lagi dengan Bayclin 10% selama 10 menit.
Setelah itu eksplan dibilas dengan air steril sebanyak tiga kali. Eksplan siap
untuk diambil meristemnya.

Media Kultur. Media kultur yang digunakan terdiri dari media
inisiasi dan media multiplikasi tunas. Media inisiasi digunakan untuk
menginisiasi pertumbuhan eksplan meristem selama 4 minggu sebelum
dipindahkan ke media multiplikasi tunas yang merupakan media dengan
berbagai konsentrasi BA. Media dasar untuk inisiasi maupun multiplikast
adalah garam-garam MS (Murashige dan Skoog, 1962) yang diperkaya
dengan 100 mg/l mio-inositol, 0,1 mg/! thiamin-HCl, 0,5 mg/l piridoksin-
HCl, 0,5 mg/l asam nikotinat, dan 30 g/l sukrosa. Media inisiasi yang
digunakan adalah media MS plus 5 pM BA, sedangkan media multiplikasi
yang dicobakan adalah MS dengan BA: 0, 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, dan 40
puM. Sebagai pemadat media digunakan agar merk “Swallow Globe™ 7 g/l.
Sebelum diberi agar, pH media diatur menjadi 5,8 dengan menggunakan pH-
meter dengan menambahkan 0,1 N NaOH atau 0,1 N HClL. - Media yuang
sudah diberi agar dididihkan dan dituangkan ke dalam botol-botol kultur
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berkapasitas 50 ml untuk inisiasi kultur dan berkapasitas 60 ml untuk
multiplikasi tunas.  Media yang dituang ke dalam botol kultur adalah
sebanyak 10 ml per botol untuk inisiasi dan 15 ml per botol untuk
multiplikasi. Setelah media dituang, botol kultur ditutup dengan aluminium
foil kemudian disterilisasi dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121 °C
dan tekanan 1,2 kg/cm’ selama 15 menit.

Pengamatan. Pengamatan visual dan pengukuran dilakukan pada
minggu ke 16 sejak penanaman di medium kultur pertama. Variabel yang
diamati adalah:

1. Jumlah mata tunas dan/atau tunas setiap eksplan. Yang dimaksud mata
tunas adalah struktur bermeristem dengan panjang < 0;5 cm, sedangkan
tunas adalah struktur bermeristem dengan panjang > 0,5 cm.

2. Panjang tunas adventif yang diukur dari pangkal tunas sampai ujung titik
tumbuh, merupakan nilai rata-rata dari panjang semua tunas yang
terbentuk.

3. Penampakan kultur yang disajikan dalam bentuk foto.

Metodologi. Percobaan disusun dalam rancangan acak lengkap
dengan 9 perlakuan taraf konsentrasi BA, yaitu: 0, 1, 2,5, 5, 7.5, 10, 15, 20,
dan 40 pM. Masing-masing perlakuan diulang 5-6 kali. Setiap satuan
percobaan terdiri dari satu botol kultur dengan satu eksplan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh berbagai konsentrasi BA terhadap panjang tunas strawberi
disajikan pada Gambar 1. Tunas pada perlakuan tanpa BA lebih panjang
danpada tunas pada semua perlakuan dengan BA, namun tunas tersebut
hanya merupakan pemanjangan sesaat dari tunas yang sebelumnya ditanam
dalam media inisiasi. Artinya, meskipun panjang tunas tanpa BA mencapai
sekitar 1,6 cm namun secara agronomis tunas tersebut kualitasnya kurang
baik karena jumlahnya hanya satu. Hal ini berbeda dengan perlakuan BA
yang umumnya menghasilkan tunas antara 4 sampai 15 tunas per eksplan.
Pada Gambar 1 terlihat bahwa panjang tunas strawberi pada perlakuan BA
yang dicobakan adalah antara 0,5 - 1,3 cm;
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Gambar 1. Pengaruh konsentrasi BA terhadap panjang tunas strawberi in
vitro berumur 10 minggu di media multiplikasi. Bar
menunjukkan SE (Standard Error).

tunas-tunas yang lebih panjang dihasilkan pada perlakuan 1 - 5 uM BA.
Perlakuan 5 uM BA rata-rata menghasilkan tunas dengan panjang 1,3 cm,
sedikit lebih tinggi dibandingkan dengan rata-rata panjang tunas yang
dihasilkan oleh perlakuan 1 uM BA (1,0 cm). Namun demikian, perlakuan 1
uM BA memiliki rata-rata 15,2 tunas per eksplan dibandingkan dengan
perlakuan 5 uM BA yang memiliki rata-rata 8 tunas per eksplan. Pada
konsentrasi BA yang lebih tinggi, 7,5 uM BA atau lebih, rata-rata panjang
tunas sekitar 0,5 cm dengan jumlah tunas berkisar antara 5-7 tunas per
eksplan.

Berdasarkan data dan penampakan kultur di atas, terlihat bahwa
konsentrasi BA yang paling sesuai untuk perbanyakan tunas strawberi dari
eksplan meristem pucuk adalah 1 yM, dengan catatan bahwa inisiasi kultur
meristem selama 4 minggu dilakukan dengan menggunakan media MS plus 5
pM BA.  Kultur pada 1 uM BA tampak normal, menghasilkan tunas
terbanyak (15,2 tunas per eksplan), dengan tunas cukup panjang dan tidak
menunjukkan gejala vitrifikasi sebagaimana didapati pada kultur dengan
perlakuan BA > 7,5 uM.
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BA telah lama didokumentasikan sebagai jenis sitokinin yang paling
efektif untuk merangsang multiplikasi tunas majemuk pada strawberi, yaitu
dengan konsentrasi efektif 4,4 - 10 uM (Styer dan Chin, 1983). Penggunaan
BA pada konsentrasi 4,4 pM ini dapat dikombinasikan dengan 2,9 uM GA
(James, 1979) atau 4,9 yM IBA (Boxus, 1974) untuk perbanyakan
(proliferasi) tunas; akan tetapi Kartha ef al. (1980) mendapatkan bahwa BA
saja pada konsentrasi 10 uM paling efektif untuk multiplikasi tunas.
Hartmann er al. (1990) juga menyarankan bahwa untuk perbanyakan tunas
strawberi dari pucuk stolon sebaiknya digunakan media MS dengan 4,4 pM
BA, baik untuk inisiasi maupun multiplikasi tunas. Pada penelitian ini,
konsentrasi efektif BA ternyata lebih rendah daripada yang didapatkan oleh
peneliti terdahulu, yaitu hanya 1 pM BA. Hal ini bisa merupakan suatu
kelebihan, karena tingginya konsentrasi sitokinin (terutama BA) seringkali
menyebabkan timbulnya “penyimpangan genetik”, yang hanya dapat
dideteksi setelah tanaman berada di lapangan. Sifat-sifat yang menyimpang
tersebut, pada tanaman gerbera misalnya adalah terlalu banyak daun dan
jumlah bunga yang sedikit dengan tangkai bunga yang pendek (Deberg dan
Zimmerman, 1991). Pada tanaman strawberi, Rancillac dkk. (1987) dalam
Deberg dan Zimmerman (1991) mendapatkan bahwa pengkondisian kultur
pada BA yang berlebihan, misalnya dengan cara subkultur terus menerus
tanpa batas ternyata menyebabkan terhambatnya pengakaran, pembentukan
bunga secara berlebihan, bentuk buah tidak teratur, dan tanaman tidak
seragam. Tidak samanya konsentrasi optimum BA pada penelitian ini
dengan yang terdahulu juga mengindikasikan bahwa kebutuhan akan
sitokinin atau campurannya dengan zat pengatur tumbuh lain bersifat spesifik
terhadap suatu kultivar (cultivar specific).

Tunas-tunas yang dihasilkan pada konsentrasi BA yang tinggi
nampak tidak normal dan berwarna pucat. Kultur pada perlakuan BA
tinggi, misalnya antara 7,5 sampai 40 uM menunjukkan gejala vitrifikasi.
Vitrifikasi, menurut Ziv (1986) yaitu ketidaknormalan morfologi dan
fisiologi tanaman yang dikulturkan secara in vitro yang menunjukkan gejala
sukulen berlebihan, biasanya disertai dengan bentuk tunas abnormal. Sebab
utama vitrifikasi antara lain adalah terlalu tingginya kelembaban dalam botol
kultur, konsentrasi hara, dan konsentrasi ZPT, serta rendahnya intensitas
cahaya. Pada penelitian ini, yang menyebabkan gejala vitrifikasi tampaknya
adalah konsentrasi BA yang terlalu tinggi, karena gejala vitrifikasi hanya
dijumpai pada kultur dengan perlakuan BA > 7,5 pM.
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Gambar 2. Kultur strawberi pada media MS plus 1 uM BA pindahan
(subkultur) dari perlakuan 10 pM BA (kiri) dan 40 pM BA
(kanan). Tanda panah menunjukkan tunas-tunas yang terbentuk.

Lebih lanjut, jika tanaman yang menunjukkan gejala vitrifikasi
tersebut disubkultur ke media dengan konsentrasi BA yang lebih rendah (1
uM), ternyata terjadi “recovery” walaupun tidak sempurna. Penampakan
kultur pada-media MS dengan 1 pM BA pindahan dari 10 dan 40 uM BA
setelah disubkultur selama 4 minggu dapat dilihat pada Gambar 2.
Penampakan aktual (asli) adalah bahwa kultur yang berasal dari 10 uM BA
mampu membentuk tunas baru dan hampir semua tunas yang baru tumbuh
berwarna hijau dan berstruktur normal (nampak lebih gelap dalam gambar
hitam putih). Akan tetapi, pada kultur yang berasal dari 40 uM BA,
walaupun tunas yang baru juga tumbuh berwarna hijau namun banyak tunas
yang strukturnya tidak normal (tangkai daun tidak proporsional dengan
daunnya dan nampak lebih terang dalam foto hitam putih). Tunas baru yang
merupakan pindahan dari kultur dengan BA 10 pM hampir semuanya
normal, tetapi yang berasal dari 40 yM BA masih banyak tunas baru yang
abnormal atau tervitrifikasi. Tampaknya pengaruh sitokinin bawaan dari
kultur sebelumnya terlalu kuat, sehingga pemulihan untuk menumbuhkan
tunas normal tidak berjalan dengan sempurna. Diduga bahwa penormalan
pertumbuhan kultur terjadi secara bertahap, yaitu tunas-tunas yang normal
tumbuh di atas tunas-tunas yang tidak normal. Fenomena ini kami jumpai
pula pada penelitian ini, sebagaimana tampak pada Gambar 2, yang
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menunjukkan tumbuhnya tunas-yunas berwarna hijau di atas tunas-tunas
abnormal yang tervitrifikasi. Dengan demikian nampak bahwa kultur yang
tervitrifikasi dapat dipulihkan untuk tumbuh normal kembali dengan
pemindahan kultur ke media BA rendah, asalkan vitrifikasi yang terjadi tidak
berlebihan, sehingga mencapai tahap yang tidak dapat balik.

KESIMPULAN

1. Konsentrasi BA optimum untuk perbanyakan tunas in vitro strawberi
adalah 1 uM, dengan catatan bahwa sebelumnya telah dilakukan inisiasi
kultur meristem selama 4 minggu di media MS + 5 pM BA.

2. Perlakuan BA yang sama atau lebih tinggi dari 7,5 pM menghasilkan
tunas dengan gejala vitrifikasi. Tetapi gejala ini sampai taraf tertentu
dapat dipulihkan dengan pemindahan kultur ke media MS + 1 uM BA.
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