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Perbanyakan melinjo secara in vitro diharapkan dapat mengatasi berbagai
permasalahan dalam pembiakan tanaman secara konvensional, yaitu
perkecambahan benih yang memerlukan waktu lama dengan keberhasilan rendah
dan daya regenerasi akar melalui cangkok dan setek batang yang rendah.
Penelitian ini terdiri atas 2 percobaan. Percobaan I bertujuan untuk mempelajari
pengaruh konsentrasi benziladenin (BA) dengan atau tanpa asam naftalen asetat
(NAA) terhadap organogenesis melinjo in vitro; dan percobaan II bertujuan
mempelajari pengaruh konsentrasi benziladenin (BA) dengan atau tanpa kinetin
terhadap organogenesis melinjo in vitro. Kedua percobaan tersebut menggunakan
eksplan potongan daun muda melinjo berukuran 1 cm x 1 cm dengan tulang daun
di tengahnya. Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Ilmu Tanaman
Fakultas Pertanian Universitas Lampung dari bulan Agustus 2015 sampai dengan
Juni 2016.

Kedua percobaan dilakukan menggunakan rancangan teracak lengkap dengan tiga
ulangan. Setiap unit percobaan terdiri dari empat botol kultur yang masing-masing
berisi satu eksplan. Pada percobaan I, perlakuan disusun secara faktorial (5x2),
dengan faktor pertama lima taraf konsentrasi benziladenin (BA) yaitu 0, 0,5, 1, 1,5
dan 2 mg/l, dan faktor kedua dua taraf konsentrasi NAA yaitu 0 dan 0,05 mg/l.
Perlakuan pada percobaan II juga disusun secara faktorial (3x2), dengan faktor
pertama adalah tiga taraf konsentrasi BA yaitu 2, 4, dan 6 mg/l dan faktor kedua
adalah dua taraf konsentrasi kinetin, yaitu tanpa kinetin dan dengan 1 mg/l
kinetin. Media dasar yang digunakan pada kedua percobaan adalah Murashige dan
Skoog (MS) dengan 30 g/l sukrosa, yang diperkaya dengan 100 mg/l mio-inositol,
0,1 mg/l tiamin-HCl, 0,5 piridoksin-HCl, 0,5 mg/l asam nikotinat dan 2 mg/l
glisin. Tingkat keasaman larutan media (pH) diatur menjadi 5,8 sebelum ditambah
dengan 8 g/l bubuk agar-agar sebagai pemadat media, lalu disterilkan dengan
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autoklaf  pada suhu 1210C dan tekanan 1,2 kg/cm2 selama 7 menit. Semua kultur
diinkubasi di rak kultur dalam ruang dengan pencahayaan dari lampu fluoresens
berintensitas 1000-2000 lux secara terus menerus dengan kisaran suhu 26 ±2 0C.
Pada percobaan I, subkultur ke media baru dengan perlakuan sama setiap 6
minggu, sedangkan pada percobaan II subkultur dilakukan setiap 4 minggu.
Variabel yang diamati pada kedua percobaan adalah persentase eksplan yang
membentuk kalus/mata tunas, jumlah propagul, jumlah mata tunas, jumlah tunas
adventif, dan panjang tunas adventif.  Pengamatan untuk percobaan I dilakukan
pada minggu ke 20 dan untuk percobaan II pada minggu ke 12.

Hasil percobaan I menunjukkan bahwa penambahan BA ke dalam media MS
esensial untuk terjadinya respon organogenesis. Tanpa BA, baik tanpa NAA
maupun dengan penambahan 0,05 mg/l NAA, eksplan tidak menunjukkan respon
organogenesis maupun pembentukan kalus. Pembentukan propagul dalam bentuk
mata tunas dan/atau tunas adventif dalam percoban ini terjadi baik secara tidak
langsung didahului terbentuknya kalus, maupun secara langsung muncul dari
prrmukaan eksplan. Pembentukan propagul didapatkan pada media dengan
konsentrasi BA mulai 1 mg/l, 1,5 mg/l dan 2 mg/l. Peningkatan konsentrasi BA
dari 0,5 mg/l menjadi 2 mg/l meningkatkan jumlah propagul dari 2,0 menjadi 5,2
buah.    Penambahan 0,05 mg/l NAA ke dalam media MS yang mengandung 1,5
mg/l BA dan 2 mg/l BA menghasilkan jumlah propagul yang lebih banyak
dibandingkan dengan pada media BA tanpa NAA. Pada perlakuan BA saja tanpa
NAA, peningkatan konsentrasi BA dari 1 mg/l menjadi 2 mg/l, menyebabkan
peningkatan persentase eksplan yang membentuk propagul secara langsung,
sedangkan jika media ditambah dengan 0,05 mg/l NAA, peningkatan konsentrasi
BA menyebabkan peningkatkan persentase eksplan yang membentuk kalus
sebelum terbentuk propagul.

Hasil percobaan II menunjukkan bahwa pemberian 2 mg/l BA ke dalam media
MS tanpa penambahan kinetin menghasilkan 7,8 propagul per eksplan.
Peningkatan konsentrasi BA dari 2 mg/l menjadi 4 mg/l menyebabkan
peningkatkan jumlah propagul dari 7,8 menjadi 10,6 propagul per eksplan, namun
peningkatan konsentrasi BA menjadi 6 mg/l menghasilkan jumlah propagul per
eksplan sebanyak 8,2.  Pemberian 1 mg/l kinetin bersamaan dengan BA dalam
media MS menyebabkan peningkatan persentase eksplan yang membentuk kalus
lebih tinggi. Di samping itu, jika dikombinasikan dengan 1 mg/l kinetin,
peningkatan konsentrasi BA dari 2, menjadi 4 dan 6 mg/l menghasilkan jumlah
propagule per eksplan yang cenderung menurun.

Kata Kunci : melinjo, in vitro, propagul, tunas adventif, organogenesis, kalus,
BA, NAA, kinetin.
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In vitro propagation of Gnetum gnemon L. can be used to overcome obstacles in
conventional propagation such as very slow and low rate of seed germination, and
difficulty-to-root in layering and cuttings. This research consisted of two
concecutive experiments, that aimed to study (I) effects of benzyladenine (BA)
without or with naphthaleneacetic acid (NAA) on in vitro organogenesis; and (II)
effects of BA without or with kinetin on in vitro organogenesis of Gnetum
gnemon L. Both experiments used leaf segments of 1 cm x 1 cm with main veins
in the middle of the segments. This research was conducted in Plant Science
Laboratory, College of Agriculture, The University of Lampung from August
2015 to June 2016.

Both experiments were done in a completely randomized design with three
replicates. Each experimental unit consisted of 4 culture vessels each of which
contained one explant. In experiment 1, treatments were arranged in factorial
(5x2), the first was five levels of BA concentrations (0, 0,5, 1, 1,5 dan 2 mg/l) and
the second was two levels of NAA concentrations (0 dan 0,05 mg/l). In
experiment 2, treatments were arranged in factorial (3x2), the first was 3 levels of
BA (2, 4 and 6 mg/l) and the second was two levels of kinetin (0 dan 1 mg/l). The
basal media used for both experiments, was Murashige and Skoog (MS) macro
and micro salts enriched with 30 g/l sucrose, 100 mg/l myo-inositol, 0,1 mg/l
thiamine-HCl, 0,5 pyridoksin HCl, 0,5 mg/l nicotinic acid dan 2 mg/l glisin. The
pH of media solution was adjusted to 5,8 prior to being added with 8 g/l agar
powder as solidifying agent, then autoclaved at 1210C and 1.2 kg/cm2 for 7
minutes. All cultures were incubated on shelves in a room at 26 ±2 0C under
continuous light from cool white fluorescent lamps at 1000-2000 lux. Subcultures
onto fresh media with the same treatments were done in 6 weeks or 4 weeks
intervals for experiment I and II, respectively. Percentage of responding explants
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(explants forming callus/shoot or shoot buds), number of propagules per explant,
number of shoot buds per explant, number of shoots per explant and length of
shoots were recorded after 20 weeks in experiment I and after 12 weeks of
cultures in experiment II.

Results of experiment I showed that addition of BA in the media was essential for
organogenic responses on Gnetum gnemon leaf explants. MS basal medium
without BA, regardless of addition of NAA did not form callus, buds nor shoots.
The formation of propagules in the form of adventitious buds or shoots occured
both directly from the surface of explants, or indirectly by the formation callus
before organogenesis. Adventitious buds or shoot formation was found in media
with addition of BA starting from 1 mg/l, 1,5 mg/l and 2 mg/l. Increasing
concentration of BA from 0,5 mg/l to 2 mg/l resulted in the increase of number of
propagules per explant from 2,0 to 5,2.  Furthermore, addition of 0,05 mg/l NAA
into BA containing media (i.e., 1,5 mg/l or 2 mg/l BA) resulted in more number of
propagules than those in media without NAA.  In media with BA alone,
increasing concentration of BA from 1 to 2 mg/l resulted in the increase of
percentage of eksplant forming propagules directly from explant surface.
However, if BA-containing media was added with NAA, increasing BA
concentration ended up with the increase of explant forming callus before
organogenesis occured.

Results of experiment II showed that addition of 2 mg/l BA in MS medium
without kinetin produced 7,8 propagules per explant, and increasing BA
concentraion from 2 mg/l to 4 mg/l resulted in the increase of number of
propagules per explant from 7,8 to 10,6.  However, addition of 6 mg/l  BA in the
medium did not produced further increase of propagules per explant. Addition of
1 mg/l kinetin into BA-containing media resulted in higher percentage of explant
forming callus, and if kinetin was added in combination with BA, increasing BA
concentrations from 2 to 4 and 6 mg/l produced less number of propagules per
eksplant.

Key Words : Gnetum gnemon L., in vitro, organogenesis, propagules,
adventitious shoots, callus, BA, NAA, kinetin.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Tanaman melinjo (Gnetum gnemon L.) merupakan salah satu tanaman tahunan

anggota famili Gnetaceae yang berpotensi cukup besar untuk dikembangkan.

Produk kayunya dapat digunakan sebagai bahan papan dan alat rumah tangga

sederhana.  Daun-daun muda, bunga dan buahnya dapat dimanfaatkan sebagai

bahan makanan. Pohon melinjo dapat dimanfaatkan sebagai tanaman

agroforestri, karena memiliki perakaran yang kuat dan dapat digunakan untuk

pemulihan kembali areal kritis, sehingga direkomendasikan sebagai tanaman

penghijauan.  Melinjo banyak ditanam di pekarangan sebagai peneduh atau

pembatas pekarangan dan terutama dimanfaatkan buah dan daunnya

(Tampubolon, 2013).

Tanaman melinjo merupakan tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai tanaman

agroforestri. Beberapa hal yang menguatkan dalam pengembangan agroforestri

melinjo adalah a. kondisi agroekologi dan kelembagaan usahatani masyarakat,

b. sifat unggul komoditi perkebunan melinjo dan pohon industrinya, c. tersedianya

sumberdaya lahan yang sesuai bagi tanaman melinjo, d. sarana/prasarana dan

kelembagaan penunjang yang memiliki komitmen tinggi terhadap perkebunan

dan industri pengolahannya, e. potensi pasar domestik, regional dan nasional

yang sangat besar, f. peluang memperbaiki kesejahteraan petani dan masyarakat
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jika dikelola secara profesional dan berkeadilan, dan g. keberlanjutannya sangat

terjamin karena masyarakat ikut memiliki (Hasyim dan Sulastri, 2009).

Saat ini budidaya melinjo masih menggunakan perkembangbiakan generatif dan

vegetatif konvensional.  Perkembangbiakan generatif dengan menggunakan biji

sedangkan secara vegetatif konvensional seperti pencangkokan, stek batang,

grafting, dan okulasi  juga belum memberikan solusi bagi petani.  Secara

generatif, perbanyakan tanaman melinjo menghadapi dua masalah, yaitu

perkecambahan biji lambat dan ketidakpastian kelamin tanaman.  Biji melinjo

memiliki kulit atau cangkang yang keras, sehingga membutuhkan waktu yang

lama dalam proses perkecambahan hingga mencapai 12 bulan dengan persentase

perkecambahan yang sangat rendah yaitu 1—2 % (Sunanto dalam Yunita, 2004).

Bibit yang dihasilkan dari proses semai biji melinjo tidak diketahui secara jelas

jenis kelaminnya, apakah bibit berkelamin jantan atau betina.  Masalah jenis

kelamin tanaman dapat diatasi dengan teknik  perbanyakan vegetatif seperti

pencangkokan, stek batang, grafting, dan okulasi.  Namun, menemui kendala

seperti jumlah bibit yang dihasilkan relatif sedikit dan  sulit tersedia dalam jumlah

besar, tidak seragam, waktu yang lama, serta merusak pohon induk (Yunita,

2004).

Pembiakan secara in vitro adalah alternatif  untuk mengatasi masalah tersebut,

kultur jaringan merupakan teknik menumbuh-kembangkan bagian tanaman, baik

berupa sel, jaringan, atau organ dalam kondisi aseptik secara in vitro.  Teknik ini

dicirikan oleh kondisi kultur yang aseptik, penggunaan media kultur buatan
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dengan kandungan nutrisi lengkap dan zat pengatur tumbuh serta kondisi ruang

kultur yang suhu dan pencahayaannya terkontrol (Yusnita, 2003).

Media kultur merupakan salah satu satu faktor penentu keberhasilan perbanyakan

tanaman secara kultur jaringan.  Berbagai komposisi kultur telah diformulasikan

untuk mengoptimalkan pertumbuhan dan perkembangan tanaman.  Komponen

media kultur lengkap terdiri dari: aquades, hara makro dan mikro, gula, vitamin

dan bahan organik, bahan suplemen alami, zat pengatur tumbuh, dan bahan

pemadat (Yusnita, 2003).

Zat pengatur tumbuh (ZPT) merupakan salah satu komponen penting yang

menentukan keberhasilan kultur jaringan.  Jenis dan konsentrasi ZPT tergantung

pada tujuan dan tahap pengulturan.  ZPT yang umumnya digunakan adalah dari

golongan sitokinin derivat adenine, seperti benziladenin (BA),

furfurylaminopurine (kinetin) dan isopentenyladenine (2-iP). Sedangkan dari

golongan auksin, seperti indoleacetit acid (IAA), indolebutyric acid (IBA), dan

asam naftalenasetat (NAA) (Yusnita, 2015).

Skoog dan Miller (1957) dalam Hapsoro dan Yusnita (2015), menyatakan bahwa

regenerasi tunas dan akar in vitro dikontrol secara hormonal oleh ZPT sitokinin

dan auksin. Rasio yang tinggi antara sitokinin dengan auksin dalam sistem kultur

in vitro akan mengarahkan eksplan untuk pembentukan tunas dan menghambat

pembentukan akar.  Sebaliknya, ratio yang tinggi antara auksin dengan sitokinin

akan mengarahkan eksplan untuk pembentukan akar dan menghambat

pembentukan tunas.  Sedangkan jika, auksin dan sitokinin berada dalam jumlah

berimbang, maka eksplan akan membentuk kalus.
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Penggunaan zat pengatur tumbuh dalam kultur jaringan tergantung pada jenis

tanaman yang digunakan serta tujuan kegiatan.  Untuk pembentukan tunas

umumnya menggunakan zat pengatur tumbuh sitokinin (BA atau kinetin), untuk

pembentukan kalus menggunakan auksin 2,4-D dan untuk pembentukan akar

menggunakan auksin (IAA, IBA, atau NAA).  Pada tanaman tertentu sering pula

digunakan kombinasi sitokinin dan auksin tergantung tujuan pembentukan tunas,

akar, atau kalus.  Perimbangan sitokinin terhadap auksin atau sebaliknya dapat

mengarahkan proses morfogenesis (Lestari, 2011).

Menurut Hartmann et al. (2011), sitokinin diperlukan untuk menginduksi tunas

dari eksplan, namun konsentrasi efektif dari suatu jenis sitokinin tergantung pada

genotip tanaman. BA merupakan  sitokinin yang  banyak  digunakan untuk

merangsang perbanyakan tunas adventif atau tunas aksilar in vitro pada berbagai

tanaman. Namun demikian, karena interaksi yang nyata antara ZPT dengan

faktor genetik tanaman yang dikulturkan, maka kebutuhan akan jenis dan

konsentrasi auksin dengan atau tanpa sitokinin sebagai stimuli dalam regenerasi

organ (tunas/akar) pun bersifat species-spesific.  Kekhususan akan kebutuhan

jenis dan konsentrasi ZPT yang diperlukan untuk regenerasi kalus, tunas, atau

akar in vitro ini teramati pada beragam tanaman yang berbeda (Yusnita, 2015).

Penelitian ini dilakukan untuk menjawab masalah yang dirumuskan dalam

pertanyaan sebagai berikut:

1. Bagaimanakah pengaruh konsentrasi benziladenin (BA) dengan atau tanpa

asam naftalen asetat (NAA) terhadap organogenesis melinjo (Gnetum gnemon

L.) yang berasal dari eksplan daun secara in vitro.
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2. Bagaimanakan pengaruh konsentrasi benziladenin (BA) dengan atau tanpa

kinetin terhadap organogenesis melinjo (Gnetum gnemon L.) yang berasal dari

eksplan daun secara in vitro.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah :

1. Mempelajari pengaruh konsentrasi benziladenin (BA) dengan atau tanpa asam

naftalen asetat (NAA)  terhadap organogenesis melinjo (Gnetum gnemon L.)

yang berasal dari eksplan daun secara in vitro.

2. Mempelajari pengaruh konsentrasi benziladenin (BA) dengan atau tanpa

kinetin terhadap organogenesis melinjo (Gnetum gnemon L.) yang berasal dari

eksplan daun secara in vitro.

1.3 Kerangka Pemikiran

Kultur jaringan adalah suatu teknik untuk mengisolasi, sel, protoplast, jaringan,

dan organ dan menumbuhkan bagian tersebut pada nutrisi yang mengandung zat

pengatur tumbuh tanaman pada kondisi aseptik, sehingga bagian-bagian tersebut

dapat memperbanyak diri dan beregenerasi menjadi tanaman sempurna kembali.

Kultur organ merupakan pembiakan yang bahan tanamnya menggunakan organ,

seperti ujung akar, pucuk aksilar, tangkai daun, helaian daun, bunga, buah muda,

akar dan organ lainnya. Organogenesis adalah pembentukan organ berupa tunas

atau akar dari sel-sel eksplan. Pada pola regenerasi ini, tunas adventif terbentuk

dari bagian eksplan yang sebelumnya bukan berupa mata tunas (Yusnita, 2015).
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Pelaksanaan kultur jaringan didasarkan pada teori sel oleh Schleiden dan

Schwann, bahwa sel mempunyai kemampuan autonom, bahkan mempunyai

kemampuan totipotensi.  Totipotensi yaitu kemampuan setiap sel, dari mana saja

sel tersebut diambil, bila diletakkan dalam lingkungan yang sesuai akan dapat

tumbuh menjadi tanaman yang sempurna (Yusnita, 2003).

Skoog dan Miller (1957) dalam Yusnita (2003), mengemukakan bahwa

regenerasi tunas dan akar in vitro dikontrol secara hormonal oleh ZPT sitokinin

dan auksin. Namun demikian, karena interaksi yang nyata antara ZPT dengan

faktor genetik tanaman yang dikulturkan, maka kebutuhan akan jenis dan

konsentrasi auksin dengan atau tanpa sitokinin sebagai stimuli dalam regenerasi

organ (tunas/akar) pun bersifat species-spesific.  Kekhususan akan kebutuhan

jenis dan konsentrasi ZPT yang diperlukan untuk regenerasi kalus, tunas, atau

akar in vitro ini teramati pada beragam tanaman yang berbeda (Yusnita, 2015).

Keberhasilan perbanyakan tanaman secara in vitro baik melalui organogenesis

maupun embriogenesis somatik sangat dipengaruhi oleh genotip dan eksplan,

jenis media dasar, serta jenis dan konsentrasi zat pengatur tumbuh yang digunakan

(Yusnita, 2003).

Saronto (1996), melaporkan bahwa eksplan potongan daun melinjo berukuran 1 x

1,5 cm pada media MS dengan konsentrasi BA 7,5 M menghasilkan mata tunas

sebanyak  17,05.  Sedangkan pada media WPM dengan konsentrasi BA 7,5 M

menghasilkan jumlah mata tunas sebanyak 9,71.  Jumlah tunas terbanyak terdapat

pada perlakuan BA 4 dan 5 M, yaitu 4,35—5,39 pada media MS.  Sedangkan

pada media WPM dengan penambahan BA 7,5 M menghasilkan 2,85 tunas.
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Hasil penelitian Deny (1997) yang menggunakan eksplan daun melinjo berukuran

1 x1,5 cm dengan perlakuan thidiazuron 0,001—10 M menghasilkan  jumlah

mata tunas antara 12,60—21,60 mata tunas dan 4,33—8,66 tunas. Sementara

Astuti (1998), melaporkan bahwa kultur daun melinjo berukuran 1 x1,5 cm

menggunakan media MS dengan penambahan TDZ 0,005 M dengan perlakuan

ukuran botol menghasilkan  jumlah tunas terbanyak pada ukuran botol 200 ml

dengan jumlah tunas mencapai 3,33 tunas/eksplan.

Dokumentasi literatur untuk prosedur perbanyakan tanaman secara kultur jaringan

menunjukkan bahwa komposisi media dan ZPT untuk masing-masing spesies,

antar klon, atau varietas dalam satu spesies sering berbeda satu dengan lainnya.

Formulasi media yang digunakan diharapkan dapat memberikan hasil yang baik

terhadap tanaman yang dihasilkan.

Menurut Liberman et al. (2010), konsentrasi 4,44 µM BA dan 2,85  µM IAA

mampu menghasilkan jumlah tunas 1,2 tunas pada eksplan daun muda Brunfelsia

calycina yang diinkubasi pada media MS usia 6 minggu dan 2,5 tunas pada usia 9

minggu.

Pada tanaman buah naga, waktu muncul tunas dari eksplan yang terbaik didapat

pada umur 25,5 hari,  yaitu perlakuan BAP 4 ppm dan NAA 1 ppm, sedangkan

jumlah tunas terbanyak (1,7) didapat pada perlakuan BAP 6 ppm dan NAA 1 ppm

(Suparaini et al., 2013).

Perbanyakan tanaman melinjo secara generatif mempunyai masalah dalam

perkecambahan yang lambat dan keberhasilan yang rendah. Upaya pembiakan
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secara kultur jaringan merupakan alternatif  untuk mengatasi masalah tersebut.

Namun, kebutuhan akan jenis dan konsentrasi sitokinin dengan atau tanpa auksin

sebagai stimuli dalam regenerasi organ tunas bersifat species-specific tergantung

genotip tanaman yang dikulturkan (Yusnita, 2015).  Oleh karena itu, konsentrasi

dan jenis ZPT yang tepat untuk perbanyakan tunas in vitro tanaman melinjo masih

sangat diperlukan untuk memberikan keefektifitasan perlakuan terhadap hasil

yang diperoleh.

1.4 Hipotesis

Percobaan I. Organogenesis melinjo (Gnetum gnemon L.) in vitro dari eksplan
daun sebagai respon terhadap benziladenin (BA) dan asam naftalen
asetat (NAA).

1. BA merangsang/menginduksi pembentukan mata tunas/tunas adventif pada

eksplan potongan daun melinjo in vitro.

2. Penambahan NAA ke dalam media MS + BA meningkatkan jumlah propagul

melinjo yang dihasilkan.

Percobaan II. Organogenesis melinjo (Gnetum gnemon L.) in vitro dari eksplan
daun sebagai respon terhadap benziladenin (BA) dan kinetin.

1. Peningkatan konsentrasi BA dari 2 menjadi 4 atau 6 mg/l dalam media MS

meningkatkan pembentukan mata tunas/tunas adventif pada eksplan potongan

daun melinjo in vitro.

2. Penambahan kombinasi BA dengan kinetin dalam media MS menghasilkan

propagul yang lebih banyak dibandingkan pada media BA tanpa kinetin.
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II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Klasifikasi dan Morfologi Tanaman Melinjo

A. Klasifikasi

Divisio : Spermatophyta

Subdivisio : Gymnospermae

Classis : Gnetinae

Ordo : Gnetales

Familia` : Gnetaceae

Genus : Gnetum

Spesies : Gnetum gnemon L.

B. Deskripsi

Habitus tanaman melinjo adalah berupa pohon dengan ketinggian mencapai ±15

meter. Sistem perakarannya adalah akar tunggang (radix primaria). Batangnya

berkayu, berbentuk bulat (teres) dengan permukaan rata (laevis) dan sistem

percabangan simpodial. Daun melinjo merupakan daun tunggal yang terdiri dari

tangkai daun (petiolus) dan helaian daun (lamina). Bentuk helaian daunnya

oblongus, ujung daun acuminatus, tepi daun integer dan tulang daun menyirip

(penninervis). Duduk daunnya berhadapan  (folia opposita) tanpa stipula. Daun

yang dipatahkan atau disobek memperlihatkan serabut daun yang menonjol.

Bunganya uniseksualis dioecus, terdapat pada bulir dalam percabangan
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dichasium. Pada ketiak daun (axillaris) melinjo, terdapat brachtea pada tiap

karangan. Bunga jantan melinjo terdiri dari benang sari yang di atasnya terdapat

sebaris ovulum yang steril. Bunga betinanya dalam karangan bulir dengan

ovulum yang sebagian fertile yang dibungkus oleh perigonium yang berdaging.

Biji melinjo diselubungi oleh selaput luar yang keras yang disebut integumen luar

dan selaput dalam yang disebut integumen dalam dan juga diselubungi oleh tenda

bunga (perigonium) yang berdaging dan akhirnya berwarna merah jika bijinya

telah masak.

2.2 Perbanyakan Tanaman Melinjo secara Konvensional

Tanaman melinjo dapat dibudidayakan secara konvensional, yaitu secara

generatif  (biji) atau vegetatif  (cangkokan, okulasi, penyambungan dan stek).

Untuk memperoleh bibit secara generatif, menggunakan buah-buah matang yang

telah berjatuhan dari pohonnya. Kulit buahnya dibuang dan bijinya dikering-

anginkan serta disimpan. Benih yang akan ditumbuhkan diprasemaikan (pre-

germinated) dalam wadah yang diisi dengan beberapa lapis pasir yang letaknya

berselang-seling dengan lapisan benih. Setelah kecambah sudah mulai tumbuh,

benih dapat dipindah ke persemaian. Semai-semai dipelihara lebih lanjut, mula-

mula  dibawah naungan selama  6 bulan atau lebih, kemudian dipindah ke areal

tanam pada awal musim hujan. Secara vegetatif tanaman melinjo dapat

diperbanyak dengan teknik cangkok.   Teknik cangkok memiliki keuntungan,

diantaranya dapat dipilih pohon induk terbaik dan  bibit yang dihasilkan cepat

berbuah. Keberhasilan pencangkokan bergantung   kepada letak tempat

pengirisan, bagian atas dari cincin kulit luar yang akan dibuang harus berada di

ujung buku yang membengkak. Tumbuhnya perakaran berlangsung 2 bulan atau
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lebih. Hasil cangkokan dipelihara selama beberapa waktu setelah dipisahkan dari

pohon induknya sebelum ditanam di lapangan. Cangkokan hendaknya dipangkas

untuk  menjadikan seimbang antara bagian atas dan perakarannya, dan ditanam

dalam pot besar, serta disimpan di bawah naungan (Tampubolon, 2013).

2.3 Perbanyakan Tanaman Melinjo secara Teknik Kultur Jaringan

Kultur jaringan tanaman merupakan teknik menumbuh kembangkan bagian

tanaman, baik berupa sel, jaringan, atau organ dalam kondisi aseptik secara in

vitro.  Teknik ini dicirikan oleh kondisi kultur yang aseptik, penggunaan media

kultur buatan dengan kandungan nutrisi lengkap dan ZPT (zat pengatur tumbuh),

serta kondisi ruang kultur yang suhu dan pencahayaannya terkontrol (Yusnita,

2003).

Tahap pembiakan tanaman secara kultur jaringan menurut Yusnita (2003), dapat

dibagi menjadi beberapa tahap.

1. Tahap 0, yaitu memilih dan menyiapkan tanaman induk untuk eksplan.

2. Tahap 1, yaitu inisiasi kultur (culture establishment).

3. Tahap 2, yaitu multiplikasi atau perbanyakan propagul (bahan tanaman yang

diperbanyak seperti tunas atau embrio).

4. Tahap 3, yaitu mempersiapkan untuk transfer propagul ke lingkungan eksternal

yaitu pemanjangan tunas, induksi, dan perkembangan akar.

5. Tahap 4, yaitu aklimatisasi planlet ke lingkungan eksternal.
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Eksplan adalah bagian tanaman yang diambil dari tanaman induk yang digunakan

sebagai bahan tanam dan dipindahkan ke dalam medium buatan untuk

pertumbuhan atau pemeliharaan. Eksplan yang digunakan merupakan salah satu

faktor penting yang menentukan keberhasilan perbanyakan in vitro.  Beberapa

aspek penting yang harus dipertimbangkan dalam pemilihan eksplan adalah dari

bagian tanaman mana eksplan diambil, umur jaringan, kesehatan tanaman atau

kebersihannya dari infestasi mikroorganisme, ukuran eksplan, dan cara sterilisasi

eksplan (Yusnita, 2003).

Menurut Yusnita (2003), bagian jaringan tanaman yang digunakan adalah jaringan

muda yang sedang tumbuh aktif, karena mempunyai daya regenerasi lebih tinggi,

sel-selnya masih aktif membelah diri, dan relatif lebih bersih dari sumber

kontaminan.  Sementara itu, jaringan tanaman yang sudah tua lebih sulit

beregenerasi, dan biasanya mengandung lebih banyak kontaminan.

Sumber eksplan sebagai tanaman harus jelas jenis dan varietasnya, serta harus

sehat dan bebas dari hama penyakit. Eksplan untuk inisiasi kultur melinjo

menggunakan daun-daun muda.  Tahap inisiasi bertujuan untuk mendapatkan

kultur yang aseptik dan aksenik.  Tahap selanjutnya adalah tahap multiplikasi.

Pada prinsipnya tahapan ini ditujukan untuk menggandakan tunas dan

memeliharanya pada keadaan tertentu, yang sewaktu-waktu bisa dilanjutkan untuk

tahap berikutnya.  Pada tahap ini biasanya dibutuhkan zat pengatur tumbuh (ZPT).

Tunas-tunas dari tahap multipikasi selanjutnya menuju tahap pengakaran dan

aklimatisasi. Selanjutnya, aklimatisasi planlet ke lingkungan eksternal, agar

planlet mampu beradaptasi dan tumbuh dengan baik pada lingkungan ex vitro.



13

Perbanyakan tanaman secara in vitro untuk tanaman berkayu relatif  lebih sulit.

Hal ini terjadi karena spesies tanaman berkayu memiliki kemampuan regenerasi

dan laju multiplikasi yang relatif rendah, mengekskresi senyawa toksik yang dapat

merusak media, dan induksi rejuvenilitas serta sterilisasi eksplan yang relatif lebih

sulit.

Kultur in vitro tanaman melinjo telah dilakukan oleh beberapa peneliti.  Yusnita

et al. (1994), melaporkan bahwa kultur cabang satu buku dalam medium woody

plant medium (WPM) yang mengandung BA 10 M didapatkan rata-rata 8,33

mata tunas adventif dan pada medium ½ MS yang mengandung BA10 M dengan

eksplan potongan daun diperoleh rata-rata 15 mata tunas adventif.

Saronto (1996), melaporkan bahwa eksplan potongan daun melinjo berukuran 1 x

1,5 cm pada media MS dengan konsentrasi BA 7,5 M menghasilkan mata tunas

sebanyak  17,05.  Sedangkan pada media WPM dengan konsentrasi BA 7,5 M

menghasilkan jumlah mata tunas sebanyak 9,71. Jumlah tunas terbanyak terdapat

pada perlakuan BA 4 dan 5 M, yaitu 4,35—5,39 pada media MS.  Sedangkan

pada media WPM dengan penambahan BA 7,5 M menghasilkan 2,85 tunas.

Hasil penelitian Deny (1997) yang menggunakan eksplan daun melinjo berukuran

1 x1,5 cm dengan perlakuan thidiazuron 0,001—10 M menghasilkan  jumlah

mata tunas antara 12,60—21,60 mata tunas dan 4,33—8,66 tunas.  Sementara

Astuti (1998), melaporkan bahwa kultur daun melinjo berukuran 1 x1,5 cm

menggunakan media MS dengan penambahan TDZ 0,005 M dengan perlakuan
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ukuran botol menghasilkan  jumlah tunas terbanyak pada ukuran botol 200 ml

dengan jumlah tunas mencapai 3,33 tunas/eksplan.

Rusyadi et al. (2000), melaporkan bahwa tunas in vitro melinjo dikulturkan pada

media dasar WPM atau Anderson dan dikombinasikan dengan TDZ (0,1, 0,3, dan

0,5 mg/l) serta BA (0,5 dan 1,0 mg/l) menunjukkan bahwa media dasar Anderson

dengan BA 0,5 mg/l kombinasi dengan TDZ 0,1 mg/l menghasilkan jumlah tunas

terbanyak 5,50 tunas.  Sementara pada media WPM dengan perlakuan yang sama

menghasilkan jumlah tunas 3,20 tunas. Yunita (2004), melaporkan bahwa

eksplan tunas melinjo sepanjang 10—20 mm yang berasal dari lapang dikulturkan

pada media MS dengan penambahan 0,3 mg/l TDZ menghasilkan tunas sebanyak

5,78 tunas, diikuti dengan konsentrasi 0,1 mg/l TDZ yang menghasilkan 5,4 tunas.

2.4 Media Kultur

Media kultur merupakan salah satu faktor penentu keberhasilan kultur.  Beberapa

karakteristik dari kultur jaringan antara lain pengulturan dilakukan secara in vitro,

dalam kondisi aseptik, lingkungan yang terkontrol, menggunakan media berisi

hara lengkap, dan sering kali menggunakan zat pengatur tumbuh.

Formulasi media yang digunakan adalah media Murashige dan Skoog (1962) yang

mengandung komponen garam-garam mineral, gula, dan vitamin,  dengan

penambahan zat pengatur tumbuh dan media pemadat berupa agar.

Yusnita (2003) menyebutkan, komponen media kultur jaringan tanaman adalah

sebagai berikut.
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1. Air destilata atau aquades

Merupakan air hasil penyulingan yang tidak mengandung mineral atau

senyawa inorganik.  Karena akan mempengaruhi pertumbuhan tanaman yang

dikulturkan.

2. Hara makro dan mikro

Hara makro adalah hara yang dibutuhkan tanaman dalam jumlah yang banyak,

seperti N, P, K, Ca, Mg, dan S.  Hara mikro dibutuhkan tanaman dalam jumlah

yang sedikit, seperti Fe, Cu, Mn, Zn, B, Mo, dan Co. Untuk melarutkannya

dalam air, unsur-unsur hara tersebut harus dalam bentuk garam.  Khusus Fe,

diberikan dalam bentuk FeSO4 dengan agen pengelat berupa Na2EDTA.

3. Gula (umumnya sukrosa) sebagai sumber energi

Gula digunakan sebagai sumber energi dalam media kultur, karena umumnya

bagian tanaman atau eksplan yang dikulturkan tidak autotrof dan mempunyai

laju fotosintesis yang rendah.  Gula yang paling sering digunakan adalah

sukrosa. Glukosa dan fruktosa dapat digunakan, tetapi harganya lebih mahal

dan hasilnya tidak lebih baik daripada sukrosa.  Konsentrasi sukrosa yang

digunakan berkisar antara 1—5% (10—50 g/l), tetapi untuk kebanyakan

pengulturan 2—3% sukrosa umumnya merupakan konsentrasi yang optimum.

4. Vitamin, asam amino, dan bahan organik lain

Vitamin, asam amino, dan bahan organik lain seperti mio-inositol merupakan

komponen media yang berpengaruh baik terhadap pertumbuhan kultur.

o Vitamin yang sering digunakan dari kelompok vitamin B, yaitu tiamin-HCl

(vitamin B1), piridoksin-HCl (vitamin B6), asam nikotinat, dan riboflavin

(vitamin B2).  Dari ketiga vitamin ini, yang terpenting adalah tiamin.
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Vitamin C, seperti asam sitrat dan asam askorbat, digunakan sebagai

antioksidan untuk mencegah atau mengurangi pencokelatan atau

penghitaman eksplan.

o Asam amino yang sering digunakan adalah L-glutamin, asam aspartat, L-

arginin, dan glisin.

o Mio-inositol merupakan heksitol (gula alkohol berkarbon enam) sering

digunakan sebagai salah satu komponen media yang penting karena

merangsang pertumbuhan jaringan yang dikulturkan.

5. Zat pengatur tumbuh

Merupakan salah satu komponen penting yang menentukan keberhasilan kultur

jaringan.  Jenis dan konsentrasi ZPT tergantung pada tujuan dan tahap

pengulturan.  ZPT yang umumnya digunakan adalah dari golongan sitokinin

seperti benziladenin (BA), kinetin (furfural-aminopurin) dan 2-iP. Sedangkan

dari golongan auksin, seperti IBA dan NAA.

6. Suplemen berupa bahan-bahan alami, jika diperlukan

Bahan alami digunakan sebagai penambah media, terutama jika zat-zat yang

sudah teridentifikasi belum dirasa cukup untuk pertumbuhan kultur.  Bahan

alami merupakan sumber berbagai asam amino, peptide, vitamin dan zat

pengatur tumbuh.  Bahan-bahan alami merupakan ekstrak suplemen alami

seperti jus tomat, jus jeruk, air kelapa, ektrak ragi, ektrak malt, kentang, dan

bubur pisang.

7. Agar-agar atau gelrite sebagai pemadat media

Merupakan campuran berbagai polisakarida dari galaktosa yang diekstrak dari

ganggang laut.  Jenis agar yang sering digunakan dalam kultur jaringan adalah
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Difco-bacto agar, Difco-purified agar, dan Taiyo agar.  Agar untuk kue dapat

digunakan tanpa efek merugikan.  Konsentrasi agar dalam media berkisar

6—10 g/l.

2.5 Zat Pengatur Pertumbuhan

Zat pengatur tumbuh (ZPT)  adalah senyawa organik bukan hara yang dalam

konsentrasi rendah (< 1mM) dapat mendorong, menghambat atau secara kualitatif

mengubah pertumbuhan dan perkembangan tanaman. ZPT merupakan

komponen penting dalam memberi arah pertumbuhan dan perkembangan sel atau

jaringan tanaman.

Dua golongan ZPT yang paling berperan dalam proses morfogenesis adalah

sitokinin dan auksin. Skoog dan Miller (1957) dalam Yusnita (2003),

mengemukakan bahwa regenerasi tunas dan akar in vitro dikontrol secara

hormonal oleh ZPT sitokinin dan auksin. Sitokinin dan auksin merupakan dua

kelompok ZPT yang merupakan komponen media yang penting dalam kultur

jaringan.

Armini et al. (1991) menyatakan bahwa untuk pertumbuhan dan perkembangan

kultur in vitro diperlukan komposisi dan atau konsentrasi ZPT yang berbeda untuk

satu varietas dengan varietas lain dari suatu tanaman.  Penentuan taraf konsentrasi

juga disesuaikan dengan tipe organ atau eksplan, metode kultur jaringan dan

tingkat kultur jaringan (pembuatan kalus, induksi tunas, induksi akar, dan lain-

lain).
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Auksin berperan penting dalam merangsang pemanjangan batang, mencegah

gugur daun dan buah, merangsang pembungaan, merangsang pembentukan buah

partenokarpi, mengatur dominasi apikal, merangsang pembentukan akar adventif,

merangsang pembentukan kalus, dan mengatur embryogenesis somatic (Taiz and

Zeiger, 2010).

Pada kultur jaringan tanaman, auksin konsentrasi relatif rendah bila

dikombinasikan dengan sitokinin konsentrasi tinggi dapat merangsang

pembentukan tunas adventif atau merangsang perbanyakan tunas samping.  Jika

auksin digunakan tanpa sitokinin, maka akan merangsang pembentukan akar, dan

pada konsentrasi tinggi akan merangsang pembentukan kalus dan embrio.  NAA

merupakan salah satu auksin yang secara fisiologi lebih aktif dan pada umumnya

digunakan dengan konsentrasi 0,01—10 mg/l, atau 50—100 mg/l jika digunakan

bersama-sama dengan arang aktif  (Hapsoro dan Yusnita, 2015).

Sitokinin merupakan ZPT yang mengatur pembelahan sel dan berpengaruh

terhadap sejumlah proses fisiologi dan perkembangan, diantaranya penundaan

senesen daun, mendorong mobilisasi zat makanan dalam tanaman, dan pengaturan

sistesis pigmen fotosintesis dan sistesis protein.  Bersama dengan auksin, sitokinin

mengatur siklus sel dan dibutuhkan untuk pembelahan sel (Taiz and Zeiger,

2010).  Penambahan sitokinin dalam media kultur umumnya menginduksi

pembentukan tunas samping dan tunas adventif dari eksplan (Hapsoro dan

Yusnita, 2015). Contoh sitokinin adalah benziladenin (BA), kinetin (furfuril-

aminopurin), 2-iP, thidiazuron.
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Benziladenin merupakan satu satu jenis sitokinin sintetik yang banyak digunakan

dalam kultur jaringan untuk membentuk tunas majemuk. BA merupakan sitokinin

tipe adenin yang dicirikan oleh basa adenin pada struktur molekulnya.

Pada perbanyakan tanaman secara in vitro, seringkali penggunaan sitokinin

dikombinasikan dengan auksin dengan harapan mendapatkan hasil yang lebih

baik.  Penggunaan BA yang dikombinasikan dengan NAA pada kultur jaringan

dilaporkan oleh beberapa peneliti. Hasil penelitian yang dilakukan Unda et al.

(2007), yang menggunakan  mediakultur yang diberi perlakuan NAA 0,54 µM

dengan kombinasi BA 4,44 µM mampu menghasilkan 30,7 tunas pada Exacum

genotype 01-37-67. Pada tanaman Sclerocarya birrea supsp. Caffra yang di

kulturkan hingga berumur 30 hari pada media MS dengan perlakuan BA 4,0 µM

dengan kombinasi perlakuan NAA 1,0 µM menghasilkan persentase tunas

tertinggi  mencapai 22,2% dibandingkan dengan kombinasi perlakuan BA 4,0 µM

dengan IAA 1,0 µM yang hanya 13,8 % (Moyo et al., 2009).

Penggandaan tunas pada tanaman berkayu atau tanaman tahunan seperti gaharu,

cendana, belimbing, sukun, dan melinjo pada umumnya memerlukan ZPT dalam

konsentrasi yang lebih tinggi berkisar antara 5—10 mg/l, untuk meningkatkan

proliferasi tunas dan kadang perlu ditambahkan thidiazuron atau auksin seperti

NAA dalam konsentrasi rendah yaitu 0,1—0,3 mg/l.  Sebaliknya pada tanaman

herba seperti seruni dan rami diperlukan sitokinin seperti BA dengan konsentrasi

rendah, yaitu berkisar 0,1—1 mg/l (Lestari, 2011).

Eksplan empulur tembakau, yang dikulturkan pada media yang mengandung

kinetin, IAA atau kombinasi keduanya menunjukkan bahwa nisbah sitokinin
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dengan auksin yang tinggi mendorong pembentukan tunas, nisbah sitokinin

dengan auksin yang rendah mendorong pembentukan akar, dan jumlah sitokinin

dan auksin yang seimbang  mendorong pembentukan kalus. Konsep ini tidak

selalu berlaku pada setiap spesies tanaman yang dikulturjaringkan, namun

hubungan antara sitokinin dan auksin dalam mengontrol regenerasi tunas atau

akar berlaku untuk berbagai spesies tanaman (Skoog dan Miller, 1957 dalam

Yusnita, 2003).
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III. BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan studi pembiakan in vitro tanaman melinjo yang terdiri

dari 2 percobaan, yaitu:

1. Organogenesis melinjo (Gnetum gnemon L.) in vitro dari eksplan daun sebagai

respon terhadap benziladenin (BA) dan asam naftalen asetat (NAA).

2. Organogenesis melinjo (Gnetum gnemon L.) in vitro dari eksplan daun sebagai

respon terhadap benziladenin (BA) dan kinetin.

Kedua percobaan tersebut dilakukan di Laboratorium Ilmu Tanaman Fakultas

Pertanian Universitas Lampung.  Percobaan 1 dilaksanakan pada bulan Agustus

2015 hingga Januari 2016 dan percobaan 2 dilaksanakan pada Maret hingga Juni

2016.

3.1 Percobaan I. Organogenesis melinjo (Gnetum gnemon L.) in vitro dari
eksplan daun sebagai respon terhadap benziladenin (BA) dan asam
naftalen asetat (NAA).

3.1.1 Bahan Tanaman

Bahan tanaman yang digunakan adalah tanaman melinjo dewasa yang sudah

berbuah. Eksplan yang digunakan adalah potongan daun muda berwarna hijau

kemerahan yang sudah berkembang penuh (fully expanded), yang dipotong-

potong menjadi berukuran lebih kurang 1 cm x 1 cm dengan tulang daun di bagian

tengah (Gambar 1).
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Gambar 1. Potongan daun melinjo yang digunakan sebagai eksplan berukuran
lebih kurang 1 cm x 1 cm dengan tulang daun di bagian tengah

3.1.2 Disain Percobaan, Pengamatan dan Analisis Data

Percobaan ini dilaksanakan menggunakan rancangan teracak lengkap dengan

perlakuan yang disusun secara faktorial (5x2).  Faktor pertama adalah berbagai

konsentrasi benziladenin (BA) yaitu 0, 0,5, 1, 1,5, dan 2 mg/l.  Faktor kedua

adalah tanpa NAA dan dengan 0,05 mg/l NAA. Keseluruhan perlakuan yang

digunakan adalah sebagaimana disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Konsentrasi benziladenin (BA) dan asam naftalen asetat (NAA) yang
digunakan pada percobaan.

Perlakuan (mg/l)
BA NAA
0

0,5
1

1,5
2

0
0
0
0
0

0
0,5
1

1,5
2

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
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Setiap perlakuan diulang tiga kali dengan satu unit percobaan terdiri dari 4 botol

kultur yang masing-masing berisi satu eksplan. Subkultur ke media baru dengan

perlakuan yang sama dilakukan setiap 6 minggu.

Pengamatan dilakukan setelah kultur berumur 20 minggu setelah eksplan ditanam

pada media perlakuan. Variabel yang diamati adalah sebagai berikut.

1. Persentase eksplan yang  membentuk kalus/mata tunas.

2. Jumlah propagul. Propagul merupakan jumlah mata tunas dan tunas yang

terbentuk pada eksplan.

3. Jumlah mata tunas.  Mata tunas adventif adalah struktur meristem yang

berukuran < 0,5 cm.

4. Jumlah tunas adventif eksplan.  Tunas adventif adalah tunas yang muncul pada

jaringan eksplan yang merupakan bentuk pemanjangan dari mata tunas > 0,5

cm.

5. Panjang tunas adventif.

Pada penelitian ini, data akan diolah dengan menggunakan standar error (SE),

menurut Walpole, 1997 dengan menggunakan rumus sebagai berikut.
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3.1.3 Pelaksanaan Percobaan

Pelaksanaan percobaan meliputi persiapan alat dan bahan, pembuatan media

kultur, penanaman eksplan dan kondisi kultur.
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3.1.3.1 Tahap Persiapan Alat dan Bahan

Alat yang akan digunakan dalam pembuatan media adalah gelas ukur, beaker

glass, pinset, magnetic stirrer, autoclave, pipet, pH meter, timbangan analitik,

botol kultur, plastik, karet gelang, kertas label, kamera, dan alat tulis. Bahan-

bahan yang digunakan adalah garam-garam mineral dan bahan kimia komponen

media MS (Tabel lampiran 13), aquades, BA, NAA, KOH 1 N atau HCl 1 N,

Bayclin (5,25 NaOCl), detergen, air steril, spritus, Tween 20, agar-agar merk

Swallow Globe, dan sukrosa.

Sedangkan alat yang akan digunakan dalam penanaman adalah pinset, scapel,

laminar air flow cabinet (LAFC), lampu Bunsen, hand sprayer, dan petridis.

Sebelum digunakan untuk penanaman. pinset, scapel, kapas, dan petridis

disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121oC dengan tekanan 1,2 kg/cm2 selama

30 menit.

3.1.3.2 Pembuatan Media Kultur

Media kultur yang digunakan adalah media Murashige dan Skoog (1962), yang

diperkaya dengan vitamin (thiamin-HCL 0,1 mg/l, piridoksin-HCL 0,5 mg/l, asam

nikotinat 0,5 mg/l, dan glisin 2 mg/l), mio inositol 100 mg/l, sukrosa 30 g/l, asam

askorbat 150 mg/l, asam sitrat 50 mg/l. Selanjutnya pH-media diatur menjadi 5,8.

Jika pH kurang dari 5,8 maka diberi penambahan KOH 1 N sedangkan jika pH

lebih dari 5,8 maka diberi HCL 1 N. Setelah pH menjadi 5,8 ditambahkan 8 g/l

bubuk agar-agar kemudian media dimasak hingga mendidih lalu media

dituangkan ke dalam botol-botol kultur sebanyak 30 ml per botol. Botol berisi

media ditutup dengan plastik bening kemudian diikat dengan karet dan
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disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121ºC dengan tekanan 1,2 kg/cm2 selama 7

menit.

3.1.3.3 Penanaman eksplan dan Kondisi Ruang Kultur

Eksplan yang digunakan adalah potongan daun muda berwarna hijau kemerahan

yang berasal dari tanaman melinjo dewasa yang sudah berbuah.  Daun dibersihkan

menggunakan detergen kemudian ditiriskan.  Eksplan kemudian disterilisasi di

dalam laminar air flow cabinet dengan cara dimasukkan ke dalam larutan pemutih

Bayclin 20% dan ditambah dengan 2 tetes larutan Tween 80 kemudian dikocok

menggunakan shaker selama 15 menit, kemudian dibilas menggunakan air steril

sebanyak 3 kali.  Eksplan kemudian disterilkan kembali dengan cara yang sama

menggunakan Bayclin 10% selama 10 menit kemudian dibilas menggunakan air

steril sebanyak 3 kali.  Eksplan lalu dipotong dengan ukuran 1 cm x 1 cm.

Penanaman eksplan steril dan subkultur dilakukan di dalam laminar air flow

cabinet (LAFC) dengan kondisi aseptik.  Eksplan disubkultur  ke media perlakuan

yang baru setiap enam minggu.  Kultur diinkubasikan dalam ruang kultur pada

suhu 26 oC + 2 oC dengan pencahayaan dari lampu fluoeresens (TL) berintensitas

1.000—2.000 lux.

Gambar 2. Eksplan melinjo dalam media tanam
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3.2 Percobaan II. Organogenesis melinjo (Gnetum gnemon L.) in vitro dari
eksplan daun sebagai respon terhadap benziladenin (BA) dan kinetin.

3.2.1 Bahan Tanaman

Bahan tanaman yang digunakan adalah bahan yang sama dengan percobaan 1.

3.2.2 Disain Percobaan, Pengamatan dan Analisis Data

Percobaan ini dilaksanakan menggunakan rancangan teracak lengkap dengan

perlakuan yang disusun secara faktorial (3x2).  Faktor pertama adalah berbagai

konsentrasi benziladenin (BA) yaitu 2, 4, dan 6 mg/l.  Faktor kedua adalah tanpa

kinetin dan dengan penambahan 1 mg/l kinetin. Sebelum eksplan ditanam dalam

media perlakuan, eksplan ditanam dalam media prakondisi MS 0 (tanpa

penambahan zat pengatur tumbuh) selama 10 hari, kemudian eksplan dipindah ke

media perlakuan. Perlakuan yang digunakan adalah sebagaimana disajikan pada

Tabel 2.

Tabel 2. Konsentrasi benziladenin (BA) dan kinetin yang digunakan pada
percobaan.

Perlakuan (mg/l)
BA Kinetin
2
4
6

0
0
0

2
4
6

1
1
1

Setiap perlakuan diulang tiga kali dengan satu unit percobaan terdiri dari 4 botol

kultur yang masing-masing berisi satu eksplan. Subkultur ke media baru dengan

perlakuan yang sama dilakukan setiap 4 minggu.
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Pengamatan dilakukan setelah kultur berumur 12 minggu setelah eksplan ditanam

pada media perlakuan. Variabel yang diamati adalah sebagai berikut.

1. Persentase eksplan yang  membentuk kalus/mata tunas.

2. Jumlah propagul. Propagul merupakan jumlah mata tunas dan tunas yang

terbentuk pada eksplan.

3. Jumlah mata tunas.  Mata tunas adventif adalah struktur meristem yang

berukuran < 0,5 cm.

4. Jumlah tunas adventif eksplan.  Tunas adventif adalah tunas yang muncul pada

jaringan eksplan yang merupakan bentuk pemanjangan dari mata tunas > 0,5

cm.

5. Panjang tunas adventif.

Pada penelitian ini, data akan diolah dengan menggunakan standar error (SE),

menurut Walpole, 1997 dengan menggunakan rumus sebagai berikut.
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3.2.3 Pelaksanaan Percobaan

Pelaksanaan percobaan meliputi persiapan alat dan bahan, pembuatan media

kultur, penanaman eksplan dan kondisi kultur,

3.2.3.1 Tahap Persiapan Alat dan Bahan

Alat yang akan digunakan dalam pembuatan media adalah gelas ukur, beaker

glass, pinset, magnetic stirrer, autoclave, pipet, pH meter, timbangan analitik,
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botol kultur, plastik, karet gelang, kertas label, kamera, dan alat tulis. Bahan-

bahan yang digunakan adalah garam-garam mineral dan bahan kimia komponen

media MS (Tabel Lampiran 1), aquades, TDZ, KOH 1 N atau HCl 1 N, Bayclin

(5,25 NaOCl), detergen, air steril, spritus, Tween 20, agar-agar merk Swallow

Globe, dan sukrosa.

Sedangkan alat yang akan digunakan dalam penanaman adalah pinset, scapel,

laminar air flow cabinet (LAFC), lampu Bunsen, hand sprayer, dan petridis.

Sebelum digunakan untuk penanaman. pinset, scapel, kapas,  dan petridis

disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121oC dengan tekanan 1,2 kg/cm2 selama

30 menit.

3.1.3.2 Pembuatan Media Kultur

Media kultur yang digunakan adalah media Murashige dan Skoog (1962), yang

diperkaya dengan vitamin (thiamin-HCL 0,1 mg/l, piridoksin-HCL 0,5 mg/l, asam

nikotinat 0,5 mg/l, dan glisin 2 mg/l), mio inositol 100 mg/l, sukrosa 30 g/l, asam

askorbat 150 mg/l, asam sitrat 50 mg/l.  Selanjutnya pH-media diatur menjadi 5,8.

Jika pH kurang dari 5,8 maka diberi penambahan KOH 1 N sedangkan jika pH

lebih dari 5,8 maka diberi HCL 1 N.  Setelah pH menjadi 5,8 ditambahkan 8 g/l

bubuk agar-agar kemudian media dimasak hingga mendidih lalu media

dituangkan ke dalam botol-botol kultur sebanyak 30 ml per botol. Botol berisi

media ditutup dengan plastik bening kemudian diikat dengan karet dan

disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121ºC dengan tekanan 1,2 kg/cm2 selama 7

menit.
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3.2.3.3 Penanaman eksplan dan Kondisi Ruang Kultur

Eksplan yang digunakan adalah potongan daun muda berwarna hijau kemerahan

yang berasal dari tanaman melinjo dewasa yang sudah berbuah.  Daun dibersihkan

menggunakan detergen kemudian ditiriskan.  Eksplan kemudian disterilisasi di

dalam laminar air flow cabinet dengan cara dimasukkan ke dalam larutan pemutih

Bayclin 20% dan ditambah dengan 2 tetes larutan Tween 80 kemudian dikocok

menggunakan shaker selama 15 menit, kemudian dibilas menggunakan air steril

sebanyak 3 kali.  Eksplan kemudian disterilkan kembali dengan cara yang sama

menggunakan Bayclin 10% selama 10 menit kemudian dibilas menggunakan air

steril sebanyak 3 kali.  Eksplan lalu dipotong dengan ukuran 1 cm x 1 cm.

Penanaman eksplan steril dan subkultur dilakukan di dalam laminar air flow

cabinet (LAFC) dengan kondisi aseptik.  Eksplan disubkultur  ke media perlakuan

yang baru setiap enam minggu.  Kultur diinkubasikan dalam ruang kultur pada

suhu 26 oC + 2 oC dengan pencahayaan dari lampu fluoeresens (TL) berintensitas

1.000—2.000 lux.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1  Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan

sebagai berikut:

Percobaan I. Organogenesis melinjo (Gnetum gnemon L.) in vitro dari eksplan
daun sebagai respon terhadap benziladenin (BA) dan asam naftalen
asetat (NAA).

1. Penambahan BA ke dalam media MS esensial untuk terjadinya respon

organogenesis. Tanpa BA, baik tanpa NAA maupun dengan penambahan

0,05 mg/l NAA, eksplan tidak menunjukkan respon organogenesis maupun

pembentukan kalus.

2. Pembentukan propagul dalam bentuk mata tunas dan/atau tunas adventif

dalam percoban ini terjadi baik secara tidak langsung didahului terbentuknya

kalus, maupun secara langsung muncul dari permukaan eksplan.

3. Pembentukan propagul didapatkan pada media dengan konsentrasi BA mulai

1 mg/l, 1,5 mg/l dan 2 mg/l. Peningkatan konsentrasi BA dari 0,5 mg/l

menjadi 2 mg/l meningkatkan jumlah propagul dari 2,0 menjadi 5,2 buah.

4. Penambahan 0,05 mg/l NAA ke dalam media MS yang mengandung 1,5 mg/l

BA dan 2 mg/l BA menghasilkan jumlah propagul yang lebih banyak

dibandingkan dengan pada media BA tanpa NAA.
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5. Pada perlakuan BA saja tanpa NAA, peningkatan konsentrasi BA dari 1 mg/l

menjadi 2 mg/l, menyebabkan peningkatan persentase eksplan yang

membentuk propagul secara langsung, sedangkan jika media ditambah

dengan 0,05 mg/l NAA, peningkatan konsentrasi BA menyebabkan

peningkatkan persentase eksplan yang membentuk kalus sebelum terbentuk

propagul.

Percobaan II.  Organogenesis melinjo (Gnetum gnemon L.) in vitro dari eksplan
daun sebagai respon terhadap benziladenin (BA) dan kinetin

1. Pemberian 2 mg/l BA ke dalam media MS tanpa penambahan kinetin

menghasilkan 7,8 propagul per eksplan.

2. Peningkatan konsentrasi BA dari 2 mg/l menjadi 4 mg/l menyebabkan

peningkatkan jumlah propagul dari 7,8 menjadi 10,6 propagul per eksplan,

namun peningkatan konsentrasi BA menjadi 6 mg/l menghasilkan jumlah

propagul per eksplan sebanyak 8,2.

3. Pemberian 1 mg/l kinetin bersamaan dengan BA dalam media MS

menyebabkan peningkatan persentase eksplan yang membentuk kalus lebih

tinggi. Di samping itu, jika dikombinasikan dengan 1 mg/l kinetin,

peningkatan konsentrasi BA dari 2, menjadi 4 dan 6 mg/l menghasilkan

jumlah propagule per eksplan yang cenderung menurun.

5.2  Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk memanjangkan tunas sehingga siap

diakarkan secara in vitro untuk selanjunya planlet dapat diaklimatisasi.
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