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KONSEVASI PLASMA NUTFAH TANAMAN GAHARU
(Aquilaria malacensis L.) DAN UPAYA PENINGKATAN KUALITAS
GUBAL GAHARU MELALUI STRESSING AGENS DAN CENDAWAN

PATHOGEN (Fusarium oxyporum)

Sub Judul: Konservasi Plasma Nutfah Tanaman Gaharu (Aquilaria malacensis Lamk.) secara In Vitro
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Abstrak

Tanaman gaharu memiliki benih yang bersifat rekasistran dimana daya kecambah menurun bila
disimpan maka perlu dilakukan konservasi plasma nutfah melalui kultur jaringan. Penelitian ini
merupakan percobaan tahun 1, bahagian dari klaster riset percepatan guru besar dilaksanakan
selama 4 tahun. Percobaan tahun pertama terdiri dari 2 tahap yaitu tahap perbanyakan tanaman
secara in vitro dan tahap penyimpanan hasil kultur. Data hasil peneliatan dianalisis secara
statistik dengan uji F pada taraf nyata 5% dan apabila F hitung lebih besar dari F tabel 5% maka
dilarutkan dengan Uji BNJ pada taraf nyata 5%. Jenis ekplan memberikan pengaruh terhadap
pertumbuhan dan perkembangan eksplan. Embrio merupakan eksplan terbaik dalam persentase
eksplan bertahan hidup, yaitu 95%; saat eskplan membentuk kalus tercepat yaitu: 12 hari;
persentase eksplan mmbentuk kalus, yaitu: 56,33%. Kalus yang terbentuk memiliki tekstur
bervariasi mulai remah sampai kompak dengan warna kalus hijau dan putih kekuningan.

Jenis media kultur memberikan pengaruh pada pertumbuhan dan perkembangan eksplan. MS
merupakan media terbaik dalam persentase eksplan hidup tertinggi, yaitu: 85% dan eksplan
membentuk kalus tertinggi yaitu :65%. Perlakuan Zat Pengatur Tumbuh 2,4-D memberikan
pengaruh terhadap induksi dan regenerasi kalus tanaman gaharu (Aquilaria malacensis Lamk)
dimana konsentrasi 2,5mg/L 2,4-D merupakan perlakuan terbaik pada persentase eksplan hidup,
saat mulai berkalus, persentase eksplan membentuk kalus, warna kalus dan struktur kalus.
Pemberian kombinasi konsentrasi 2,4-D dan BAP memberikan pengruh terhadapa regenerasi
kalus, dimana konsentrasi 2,5 mg/L 2,4-D + 3,00 mg/L BAP merupakan perlakuan terbaik pada
persentase kalus hidup, saat kalus beregenerasi dan persentase kalus bergenerasi membentuk
shootlet dan plantlet. Perlakuan Mannitol memberikan pengaruh terhadap penyimpan plantlet
tanaman gaharu dimana konsentrasi Mannitol 15 ppm merupakan perlakuan terbaik paada plantlet
bertahan hidup.

Key Word: Rekasistran, Gaharu, kultur in vitro, kalus,shootlet dan plantlet
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PENDAHULUAN

Tanaman gaharu (Agiularia malacensis L.) merupakan tanaman hutan bukan
kayu dimana gaharu atau garu berasal dari kata melayu yang berarti “ Harun”, suatu
subtansi aromatik berbentuk padat berupa gulungan-gulungan besar dan kecil,
berwarna coklat dan kehitam-hitaman sampai hitam yang tersebar tidak menentukan
dalam pohon penghasil gaharu. Gaharu diperdagangkan sebagai komoditi mewah
untuk keperluan industri : parfum, komestik, dupa, obat-obatan (obat : awet muda,
menunda menupose, anti kanker,anti stress, anti stroke, jantung, Liver, anti oksidan

dil). Leaflat sekilas gaharu terlampir.

Gaharu telah dikenal dalam perdagangan sejak tahun 1200-an oleh pedagang
Portugis dan Tiongkok yang mempunyai nilai ekonomis yang tinggi, dimana harga 1
kg gaharu super 5 - 25 juta ditingkat ekpotir, dan ditingkat international harga gaharu
double super yang ditandai warna hitam mencapai $ 10.000 per kg (Faisal, 2005).
Dewasa ini permintaan gaharu dipasaran dunia semakin meningkat sedangkan
produksen menemui kendala dalam memperoleh gaharu dari petani, karena
semangkin langkanya tanaman penghasil gaharu, dimana umur 5 — 8 tahun telah
ditebang sementara tanaman ini baru berbunga, berbuah pertama pada umur 10
tahun, tetapi buahnya banyak dibawa burung ketempat lain,sehinga kalaupun ada
buah yang jatuh didekat pohon hanya sedikit. CITES (organisasi perdagangan
Gaharu Internasional) pada konvensi ke 1X di Florida 1995, telah menetapkan bahawa
tanaman penghasil gaharu terutama tanaman Aquilaria spp dimasukkan dalam
Appendix 11 yang berarti penebangan dan ekspornya harus dibatasi dalam kuorta dan
berlaku pada semua negara, mengingat tanaman ini terancam punah bila tidak
dilestarikan.

Potensi pasar bibit sangat menjajikan mengingat tanaman gaharu saat ini
termasuk tanaman terancam punah bila tidak dibudiyakan dan termasuk kategori
Appendik Il (Satria,2014), memiliki nilai ekonomi tinggi sehingga permintaan akan
bibit tinggi dari dinas Kehutanan provinsi/kabupaten/kota, perkebunan sawit swasta
yang berguna sebagai tanaman pelindung sawit dan pengusaha lainnya. disamping itu
permintaan inokulan pathogen jamur penyebab terbentuk gaharu tinggi, dimana
masyarakat tani Sumatera Barat telah menanam sekitar 100.000 bibit melalui
pembagian bibit oleh dinas Kehutanan, saat ini telah berumur antara 5 - 10 tahun



tetapi sedikit sekali pohon yang mengandung gubal, sehingga perlu dipotensikan

melalui inokulasi dengan jamur pathogen (Satria, 2016).

Pohon gaharu berkembang biak dengan benih, namun tidak semua pohon
menghasilkan bunga dan buah. Hasil pengamatan pada populasi Aquilaria
malaccensis di Muara Lingge kabupaten Sijunjung(Satria, 2014), menunjukkan
hanya sekitar 8% populasi tersebut yang mampu menghasilkan benih secara alamiah.
Selain itu daya perkecambahan benih gaharu hanya sekitar 50% (Umboh et al, 2000).
Di sisi lain pemanfaatan gaharu saat ini dan pada masa yang akan datang akan
semakin bertambah seiring dengan pertambahan penduduk dunia. Saat mi
diperkirakan kurang lebih 2,5 milyar orang yang menggunakannya, namum
persediaan di hutan alam sudah semakin terbatas. Upaya budidaya gaharu tersebut
belum mengimbangi jumlah pohon yang ditebang dan ekspkoitasi hutan gaharu yang
telah dilakukan sebelumnya. Umboh et al (2000) melaporkan bahwa tidak semua

pohon gaharu mempunyai kemampuan memproduksi gubal gaharu berkualitas.

Adapun permasalahan yang akan ditangani adalah: 1). terancam punahnya
tanaman gaharu (CITES, 2015); 2). Benih gaharu bersifat rekasistran yang memiliki
kadar air tinggi dan apabila disimpan akar terjadi penurunan daya kecambah dan
rendahnya mutu bibit dan daya hidup tanaman yang rendah (47%) dilapangan. Salah
satu alternatif dilakukan adalah dengan konsevasi plasma nutfah gaharu melalui
kultur in vitro. Kultur in vitro merupakan salah satu alternative konservasi plasma
nutfah sumber genetik pohon gaharu (Aquilaria malacensis L.) yang merupakan
langkah awal yang strategis untuk menanggulangi erosi sumber plasma genetik,
rendahnya keragaman genetik serta kelangkaan spesies-spesies gaharu. Pembangunan
hutan konservasi gaharu selain mencegah terjadinya kepunahan spesies juga
memperkaya keragamanan genetik dan memberikan peluang tersedianya gen-gen

baru melalui perkawinan silang baik secara alamiah maupun terkontrol.

Hasil perkawinan silang secara alamiah telah terbukti dapat menghasilkan
turunan dengan keragaman genetik yang tinggi serta terciptanya pohon-pohon unggul
secara alamiah. Bibit hasil kultur jaringan memiliki kelemahan dimana pertumbuhan
daun lemah dan lambat , lapisan kutikula sedikit, perakaran sedikit dan pertumbuhan
dan perkembangan akar terlambat sehingga perlu pemanfaatan Fungi Mikoriza
Arbuskular (FMA) pada penelitian tahun ke dua. FMA berperan dalam membantu

akar dalam pengambilan unsur hara, memproduksi ZPT yang dapat dimanfaatkan



olen tanaman untuk pembesaran diameter batang, menghambat perkembangan

penyakit melalui kompetisi dalam perebutan makanan, cahaya dan air dan lain-lain.

Untuk itu peneliti akan melakukan penelitian dengan judul “Konservasi Plasma
NutfahTanaman Gaharu(Aquilaria malacensis L.) secara In Vitro dan Upaya
Peningkatan Kualitas Gubal Gaharu Melalui  Stressing Agens dan Cendawan

Pathogen (Fusarium oxyporum).

Tujuan penelitian ini adalah untuk mendapatkan: metode baku kultur in vitro
yang tepat untuk perbanyakan dan penyelamatan plasma nutfah tanaman gaharu.
Penelitian ini menjadi sangat berarti jika didapatkan metode baku yang tepat: guna
konservasi plasma nutfah tanaman gaharu, aklimatisasi bibit gaharu sehingga akan

diperoleh bibit gaharu bermutu.

Ada beberapa luaran yang ditargetkan dari penelitian tahun pertama ini,
diantaranya adalah tersedianya metode baku yang tepat untuk konservasi plama
nutfah tanaman gaharu dalam bentuk perbanyakan dan penyimpanan plantlet, dan
aklimatisasi bibit hasil kultur jaringan sehingga tersedia bibit bermutu yang dapat
tumbuh dan berkembang dengan baik.

Penelitian ini merujuk kepada Renstra dan Peta Jalan Penelitian (RIP)
Universitas Andalas ang telah ditetapkan tema-tema penelitian unggulan. Salah satu
tema yang erat kaitannya dengan rencana penelitian ini adalah Pelestarian plasma
nutfah tanaman dan pengembangan tanaman obat. Isu strategis sesuai tema tersebut
antara lain adalah: Teknologi Produksi Tanaman (Adaptasi tanaman terhadap
Agroekoteknologi; Optimalisasi tekhnologi produksi tanaman

yang berkelanjutan sesuai dengan kaidah-kaidah konservasi tanah dan air).

METODE PENELITIAN

Penelitian tahun 1 ini merupakan bagian dari klaster riset percepatan guru besar
Unand selama 4 tahun (2018-2021). Penelitian ini menggunakan metode percobaan
dilakukan dilaboratorium Kultur Jaringan , ruang aklimatisasi Laboratorium Agronomi
jurusan BDP, rumah setengah bayang dan dikebun percobaan  Fakultas Pertanian
Universitas Andalas selama tiga tahun (tahun 2018-2020) dan Penelitian tahun ke empat
(2021) di kabupaten Solok dan kota Sawah Lunto).
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Percobaan ini dilaksanakan dilaboratorium Kultur Jaringan BDP Faperta Unand
Padang. Percobaan dilaksanakan selama 48 minggu. Percobaan ini merupakan
percobaan upaya konservasi plasma nutfah Tanaman Gaharu melalui: 1).perbanyakan
dan 2). penyimpanan secara in vitro. Percobaan tahun kedua disusun dalam
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 3 kali ulangan.

Percobaan perbanyakan tanaman secara in vitro terdiri dari 3 tahap yaitu tahap

1). Tahap mencari jenis eksplan yang tumbuh pada media MS (6 minggu) 2). Tahap
mencari jenis media dasar yang sesuai (6 minggu) dan 3). Tahap mendapatkan
konsentrasi Zat pengatur tumbuh yang tepat (12 minggu).

Percobaan tahap 1 mencari jenis eksplan yang tepat , yang trdiri dari 3 taraf
perlakuan : mendapatkan jenis eksplan(E) yang tepat untuk pertumbuhan dan
perkembangan eksplan yang terdri dari 3 taraf perlakuan yaitu eskpaln : 1. Pucuk
(E1), 2. Embrio (E2), 3. Mahkota bunga(E3), sehingga seluruhnya ada 3 x 3 = 9
satuan percobaan. Setiap satuan percobaan terdiri dari 20 botol kultur, sehingga
diperoleh 180 botol kultur.

Percobaan tahap 2 merupakan percobaan lanjutan dari penelitian tahap satu
.yaitu untuk mendapatkan jenis media dasar (M) yang tepat untuk pertumbuhan dan
perkembangan eksplan hasil penelitian tahun kedua tahap 1, yang terdiri dari 3 taraf
perlakuan yaitu: 1. Media MS (M1); 3. Media WPM(M2 dan 3. Media B5 (M3),
sehingga seluruhnya ada 3 x 3 = 9 satuan percobaan. Setiap satuan percobaan terdiri
dari 20 botol kultur, sehingga diperoleh 180 botol kultur.

Percobaan tahap 3 disusun berdasarkan Rancangan Acak Lengkap (RAL).
Percobaan ini terdiri dari 2 seri : Seri pertama merupakan tahap induksi kalus pada
media MS dengan berbagai konsentrasi Zat Pengatur Tumbuh 2,4-D yang terdiri dari
6 taraf perlakuan. perlakuan, yaitu: tanpa perlakuan (kontrol) 2,4-D (D0); 0,5 mg/L
2,4-D (1); 1 mg/L 2,4-D (D2); 1,5 mg/L 2,4-D (D3); 2,0 mg/L 2,4-D (D4); 2,5
mg/L 2,4-D(D5) dan 3,0 mg/L 2,4-D(D6)., diulang sebanyak 5 kali, sehingga terdapat
30 satuan percobaan. Pada setiap 1 satuan percobaan terdiri dari 3 botol kultur
sehinigga terdapat 90 botol kultur. Percobaan seri kedua merupakan tahap
regenerasi kalus, dimana lanjutan dari percobaan tahap satu dimana hasil perlakuan
terbaik pada percobaan tahap satu 2,4-D yaitu: 2,5 mg/| dipindahkan pada media
kultur yang ditambahkan BAP dengan terdiri dari 4 taraf yaitu : 0,0 mg/L BAP (BO);
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1,0 mg/L BAP (B1); 2,0 mg/L BAP (B2) dan 3,0 mg/L BAP(B3), diulang sebanyak 5 kali
sehingga seluruhnya ada 5 x 4 = 20 satuan percobaan. Setiap satuan percobaan
terdiri dari 5 botol kultur, sehingga diperoleh 100 botol kultur. Data hasil penelitian
dianalisis dengan Uji F sidik ragam dengan taraf 5%. Apabila terdapat perbedaan
nyata analisis dilanjutkan dengan uji lanjut BNJ pada taraf 5%.

Peubah yang diamati pada percobaan tahap 1 meliputi : 1). persentase eksplan
hidup; 2). saat eksplan membentuk kalus; 3). persentase eksplan membentuk kalus;
4). Struktur kalus dan 6). warna kalus. Peubah yang diamati pada percobaan tahap 2
meliputi : 1). persentase eksplan hidup dan 2). persentase eksplan membentuk kalus;
Peubah yang diamati pada percobaan tahap 3.1.(Induksi kalus), meliputi : 1).
Persentase eksplan hidup; 2). Saat eksplan membentuk kalus; 3). Persentase eksplan
membentuk kalus; 4)Struktur kalus dan 5). Warna kalus dan tahap 3.2. (Regenerasi
kalus), meliputi: 1).Persentase kalus hidup; 2). Saat kalus bergenerasi; 3). Persentase

kalus membentuk shootlet; 9). Persentase kalus membentuk plantlet.

Percobaan penyimpanan plasma nutfah ini bertujuan untuk mendapatkan
konsentrasi mannitol terbaik untuk penyimpanan shootlet dan plantlet Tanaman
gaharu. Manfaat yang dapat diambil adalah teratasinya masalah penyediaan bibit
Tanaman Talas yang selain menjadi kendala, sehingga akan membantu, program
pemerintahan daerah sumbar khususnya dan pemerintahan pusat umumnya dalam

pengembangan tanaman sukun khususnya.

Kegiatan ini  menggunakan media dasar yang terbaik dari hasil penelitian
perbanyakan secara in vitro sebelumnya yang diperkaya dengan beberapa konsentrasi
Retardan (Mannitol) pada tahap penyimpanan bahan tanam. Percobaan ini
merupakan penyimpanan plasma nutfah tanaman gaharu (8 minggu) hasil kultur pada
media yang terbaik hasil penelitian sebelumnya pada taraf perlakuan konsentrasi
ZPT Retardan (mannitol), dimana percobaan ini terdiri dari 4 taraf perlakuan
konsentrasi Manntol (R), yang terdiri dari :1. 0,00 mg/l (RO); 5,00 mg/l (R1);
10,00 mg/l (R2)dan 15,00 mg/l (R3). Setiap perlakuan terdiri dari 4 ulangan
sehingga diperoleh 16 satuan percobaan pada masing-masing satuan percobaan terdiri
dari 10 botol dengan total 160 botol percobaan. Data hasil peneliatan dianalisis
secara statistik dengan uji F pada taraf nyata 5% dan apabila F hitung lebih besar dari

F tabel 5% maka dilarutkan dengan Uji BNJ pada taraf nyata 5%.
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Peubah yang diamati pada percobaan tahap penyimpanan meliputi : 1).
persentase plantlet yang hidup; 2). persentase plantlet mengalami pencoklatan; 3).

tinggi plantlet;4). jumlah daun plantlet dan 5). panjang akar plantlet

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Percobaan Mencari Jenis Eksplan

A.1. Persentase Eskplan yang Hidup dan Saat Eksplan membentuk Kalus

Hasil pengamatan persentase eksplan hidup dan saat eksplan membentu kalus
selama 6 minggu akibat perlakuan berbagai jenis eksplan tanaman gaharu pada media
MSO setelah dianalisis secara statistik, menunjukkan pengaruh berbeda nyata setelah

dilanjutkan dengan uji BNJ pada taraf 5 % yang disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Persentase eksplan hidup dan saat eksplan membentuk kalus akibat
pengaruh berbagai jenis eksplan tanaman gaharu (Aquilaria
malacensis Lamk) sampai umur 6 Minggu Setelah Kultur

Perlakuan Persentase eskplan Saat eksplan membentuk
hidup(%0) kalus (hari)

Tunas + MSO (E1) 80,00 b 20,00 f

Embrio + MSo (E2) 95,00 a 12,00

Mahkota Bunga + MSO(E 65,00 ¢ 15,00

KK (%) = 8,96 5,16

Angka-angka pada kolom yang sama diikuti oleh huruf kecil yang sama berbeda tidak
nyata menurut BNJ pada taraf 5%

Tabel 1 memperlihatkan bahwa persentase eksplan yang hidup dan saat
eksplan membentu kalus tetinggi dijumpai pada  jenis eksplan embrio yang
dikulturkan pada media MSO berbeda nyata dengan perlakuan(tunas dan lainnya
(mahkota bunga) yang dikulturkan pada media MSO0.

Hal ini disebabkan karena jenis eksplan yang dikulturkan pada berbagai media
kultur mampu memberikan respon untuk mempertahankan kehidupan eksplan
tertinggi. Kemampuan hidup eskplan pada kultur in vitro sangat tergantung dari jenis
eksplan itu sendiri, jenis dan komposisi media yang diberikan serta kandungan zat

pengatur tumbuh (Gambar 1).
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Gambar 1. Eksplant tanaman penghasil gaharu bertahan
hidup pada MS0

Jenis dan komposisi media sangat mempengaruhi besarnya daya tahan eksplan
untuk hidup pada media tersebut, sedangkan zat pengatur tumbuh Auksin dan
Sitokinin endogen yang terdapat pada eskplan berpengaruh terhadap besarnya
penyerapan zat makanan yang tersedia dalam media kultur sehingga eksplan dapat
bertahan hidup lebih lama( George dan Sherrington, 1984). Bila pertumbuhan eksplan
baik dapat meningkatkan daya tahan hidup eksplan (Gunawan, 1988).

Ukuran eksplan juga menentukan keberhasilan pengkulturan. Bagian tanaman
yang banyak mengandung persediaan makanan serta bahan lain seperti ZPT endogen
untuk pertumbuhan akan lebih mudah untuk beregenerasi dibanding bagian tanaman
yang kurang mengandung persediaan makanan, namun makin besar ukuran eksplan
bervariasi tergantung dari tanamannya, umumnya ukuran eksplan yang baik berkisar
antara 0,5 — 1,0 cm, apabila lebih kecil maka daya tahannya terhadap stress akibat
proses pengkulturan akan semakin berkurang (Katuuk, 1989).

Perimbangan konsentrasi zat pengatur tumbuh Auksin dan Sitokinin dalam
jaringan eksplan dapat meningkatkan kemapuan hidup, pertumbuhan dan
perkembangan jaringan eksplan (Satria, Dwipa, dan Jamsari, 1999) . Tanaman
membutuhkan media yang mengandung unsure hara makro, unsure hara mikro,
vitamin, asam dan N-organik, gula, bahan pemadat, buffer organic dengan
perbandingan tertentu. Unsur hara makro mutlak dibutuhkan oleh eksplan untuk
pertumbuhan.  Unsur hara makro yang utama dalam kultur in vitro adalah
N,P,K,Ca,Mg, dan S. Selain itu juga perlu ditambahkan sukrosa sebagai sumber
energi dan karbon. Konsentrasi sukrosa pada media antara 2 % sampai 3 % tergantung

dari eksplan yang digunaakan (Gunawan, 1988).
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Unsur hara makro mutlak dibutuhkan oleh tanaman untuk pertumbuhannya,
dan media yang baik bagi tanaman adalah adanya keseimbangan anatara ion-ion unsur
makro tersebut. Unsur hara makro umumnya dibutuhkan dalam jumlah milimol
(George dan Sherrington, 1984).

Unsur hara mikro adalah adalah unsure yang dibutuhkan tanaman dalam
jumlah yang sedikit(mikromol), tetapi tanaman tanpa unsure mikro tidak akan tumbuh
secara normal(Gamborg dan Shyluk, 1981). Vitamin sering digunakan dalam media
kultur in vitro, pada konsentrasi tertentu dapat menunjang perkembangan
sel(Hendaryono, dan Wijayani, 1994).

Hasil pengamatan saat eksplan membentuk kalus akibat perlakuan berbagai
jenis eksplan tanaman gaharu setelah dianalisis secara statistik, menunjukkan
pengaruh berbeda nyata setelah dilanjutkan dengan uji BNJ pada taraf 5 % yang
disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1 memperlihatkan bahwa saat eksplan membentuk kalus tercepat
dijumpai pada eksplan embrio yang dikulturkan pada media MSO berbeda nyata
dengan perlakuan lainnya.

Respon perubahan eksplan embrio setelah dikulturkan pada media MSO dapat
dikatakan cukup cepat. Pada mulanya, eksplan berubah dari putih kekuningan menjadi
coklat pada bagian bekas pemotongan dan menjadi kehijauan pada bagian yang tidak
mengalami pelukaan. Pada pengamatan 1 minggu setelah kultur, eksplan membengkak
kemudian ujung eksplan merekah, dan 1 minggu kemudian terbentuk kalus. Sesuai
penelitian Priyono et al. (2000), eksplan dapat membentuk kalus pada beberapa
minggu setelah penaburan. Terbentuknya kalus disebabkan adanya rangsang luka
(Fowler, 1983). Rangsang tersebut menyebabkan keseimbangan pada dinding sel
berubah arah, sebagian protoplas mengalir ke luar sehingga mulai terbentuk kalus.

Untuk pembentukan kalus, tergantung pada jenis eksplan yang digunakan,
komposisi media kultur, dan kandungan hormone auksin endogen dan eksogen
dimana sebaiknya dipakai kadar auksin tinggi (Suryowinoto, 1985 dalam Ambarwati,
1987). Menurut Priyono et al. (2000) pada kultur jaringan bakal buah pisang, bakal
buah mampu beregenerasi tanpa tambahan auksin dari luar, diduga dalam buah pisang
telah terkandung auksin endogen yang cukup untuk memobilisasi sel-selnya guna

membentuk individu-individu baru.
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A.2. Persentase eksplan yang membentuk kalus, Struktur Kalus dan Warna Kalus

Hasil pengamatan persentase eksplan membentuk kalus selama 6 minggu
akibat perlakuan berbagai jenis eksplan tanaman gaharu setelah dianalisis secara
statistik, menunjukkan pengaruh berbeda nyata setelah dilanjutkan dengan uji BNJ
pada taraf 5 % yang disajikan pada Tabel 2 dan Gambar 2.

Tabel 2. Persentase eksplan membentuk kalus,struktur kalus dan warna kalus
akibat pengaruh berbagai jenis eksplan tanaman gaharu (Aquilaria
malacensis Lamk) sampai umur 6 Minggu setelah Kultur

Perlakuan Persentase Struktur kalus Warna Kalus

eskplan

membentuk

kalus (%)
Tunas + MSO0 (E1) 56,33a Kompak Putih kekuningan
Embrio + MSo (E2) 20,67c Remah Putih kekuningan
Mahkota Bunga + MSO(E3) 40,67b Kompak Putih kekuningan
KK (%) = 23,05

Angka-angka pada kolom yang sama diikuti oleh huruf kecil yang sama berbeda tidak
nyata menurut BNJ pada taraf 5%

Tabel 2 memperlihatkan bahwa persentase eksplan membentuk kalus tetinggi

dijumpai pada eksplan tunas yang dikulturka pada media MSO berbeda nyata dengan

eskplan embrio dan mahkota bunga yang dikulturkan pada media MSO.

Gambar 2. Bentuk kalus yang terbentuk pada eksplanembrio dan tunas

Eksplan tunas yang dikulturkan pada media MSO telah menghasilkan
persentase eksplan membentuk kalus tertinggi yaitu sebesar 56,33%. Hal ini
memperlihatkan bahwa adanya respon yang kuat dari ibu tulang daun dalam menyerap
unsure hara yang ada pada media MSO dan hormon endogen yang terdapat pada
eksplan ibu tulang daun sehingga merangsang perkembangan jaringan untuk
membentuk kalus. Selain itu terbentuknya kalus yang tinggi pada jenis eksplan ini

disebabkan ibu tulang daun mempunyai banyak jaringan pengangkut yang berfungsi
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sebagai jalur transportasi fotosintat sehingga banyak mengandung nutrisi dan hormon
endogen. Dengan adanya zat pengatur tumbuh endogen sehingga mengakibatkan
proses proliferasi sel mengarah pada pembentukan kalus yang tinggi. Sesuai dengan
pendapat Warneing dan Philips (1981) bahwa hormon endogen saja yang terdapat
dalam jaringan eksplan akan mempengaruhi proses fisiologis dan morfologis tanaman.

Disamping itu menurut Mandang (2000) bahwa media MS merupakan jenis
media yang paling banyak dipakai dalam kultur jaringan dimana keistimewaan dari
media MS adalah kandungan nitrat, kalium dan ammonium yang tinggi(Kyte, 1990).
Empat faktor yang mempengaruhi pertumbuhan dan morfogenesis tanaman dalam
kultur jaringan yaitu genotype, media,lingkungan tumbuh dan fisiologi jaringan
tanaman sebagai eskplan (Wattimena, et al, 1991).

Pada dasarnya setiap tanaman dapat digunakan sebagai sumber eksplan, tetapi
sel-sel yang telah mengalami differensiasi lebih sukar ditumbuhkan dibandingkan
dengan sel meristematik.Scheiden dan Schwan mengatakan bahwa sel mempunyai
kemapuan otonom dan totipotensi. Totipotensi adalah kemampuan setiap sel darimana
saja sel itu diambil, bila ditempatkan dalam lingkungan yang sesuai akan tumbuh
menjadi tanaman yang sempurna (Hendaryono dan Wijayani, 1994).

Persentase terbentuknya kalus yang tinggi pada eksplan ibu tulang daun
dibandingkan eksplan pucuk dan petiole juga disebabkan fenol yang dikeluarkan oleh
kedua jenis eksplan di atas,sehingga menyebabkan persentase eksplan yang bertahan
hidup lebih sedikit dan peluang untuk berkembang membentuk kalus lebih kecil
dibandingkan dengan eksplan ibu tulang daun.

Rendahnya persentase terbentuknya kalus disebabkan terganggunya
keseimbangan hormone endogen atas batas optimum, sehingga proses proliferasi sel
akhirnya menjadi terganggu dan akibatnya jumlah eksplan yang membentuk kalus
menjadi menurun.  Secara umum persentase terbentuknya kalus yang rendah juga
disebabkan besarnya pengaruh fenol yang dikeluarkan oleh semua jenis eksplan. Dari
penelitian yang telah dilakukan diperoleh bahwa ternyata kemampuan eksplan tunas
pucuk gaharu untuk membentuk kalus lebih rendah dibandingkan pada eksplan ibu
tulang daun. Kenyataan ini bertolak belakang dengan pendapat para ahli terdahulu
yang menyatakan bahwa untuk beberapa tanaman tunas pucuk dan tunas aksilar
terbukti sebagai eksplan yang paling memuaskan dalam pembentukan kalus dan pada
umumnya jaringan tanaman yang sedang tumbuh aktif cenderung untuk tumbuh lebih
baik dibandingkan bagian tanaman yang lebih tua (Drew, 1980). Selanjutnya Gunawan

(1988) menyatakan bahwa eksplan yang dapat menghasilkan terutama kalus adalah
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hipokotil, kotiledon, tunas pucuk, mebrio muda, tunas samping dan jaringan yang
masih aktif membelah.

Rendahnya persentase terbentuknya kalus pada eksplan tunas pucuk dan
petiole dibandingkan dengan eksplan ibu tulang daun karena pengaruh fenol yang
dikeluarkan oleh eksplan ini lebih banyak dibandingkan fenol yang dikeluarkan oleh
eksplan ibu tulang daun.  Akibatnya kemanpuan eksplan yang hidup lebih sedikit dan
peluang terbentuknya kalus juga lebih sedikit walaupun umumnya tunas pucuk adalah
jaringan meristematik yang mudah ditumbuhkan.

Kesulitan dalam mengembangkan tanaman berkayu adalah mendapatkan
eksplan yang steril, karena tanaman induk tumbuh di lapangan, kemampuan regenerasi
yang sangat lemah serta sering mengeluarkan senyawa fenol yang menyebabkan racun
terhada media tanam dan tanaman itu sendiri sehingga menggangu pertumbuhan dan
perkembangan kultur (Gunawan, 1988). Induksi kalus diawali dengan pengkerutan
eksplan kemudian diikuti dengan munculnya kalus pada permukaan eksplan yang
mengalami perlukaan. Menurut Hendaryono dan Wijayani (1994) kalus merupakan
sel-sel yang belum terdeferensiasi yang terbentuk pada salah satu atau seluruh irisan
eksplan. Dari hasil penelitian yang diperoleh, secara umum menunjukkan bahwa
metode yang digunakan belum mampu memberikan hasil yang maksimal, namun data
dijadikan sebagai informasi awal bagi pemuliaan tanaman dalam upaya kegiatan
penyelamatan dan pelestarian tanaman penghasil gaharu secara in vitro.

Menurut Gunawan (1988) kemampuan pembentukan kalus dari jaringan
tergantung antara lain; umur fisiologis dan jaringan waktu diisolasi, bagian tanaman
yang dipakai sebagai sumber eksplan dan jenis tanaman. Pembentukkan kalus terjadi
jika perbandingan anatara konsentrasi Auksin dan Sitokinin dalam keadaan seimbang
baik endogen maupun eksogen (Rao,Sin, Kothagoda, and Hutchinson, 1981 ; dan
Widiastoety , 1985).

Selanjutnya perbedaan bagian bahan eksplan akan mempengaruhi
kemampuan eksplan membentuk kalus, sebagaimana pendapat Wiendi,Wattimena, dan
Gunawan (1991) bahwa kemampuan eksplan membentuk kalus dan laju
pertumbuhannya dapat berbeda antar bagian jaringan eskplan. Hal ini sesuai dengan
hasil percobaan Masyudi (1993) yang mana terdapat perbedaan kemampuan eksplan
membentuk kalus dan daya regenerasi kalus antara bagian-bagian dari jaringan
eksplan.

Faktor lain yang berpengaruh adalah lingkungan tempat tumbuh, yang paling

utama cahaya dan suhu ruang kultur. Temperatur ruangan dapat mempengaruhi proses
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fisiologis eksplan. Murashige menggaris bahwa suhu ruang kultur in vitro hendaknya
20 — 25 oC, walaupun bebrapa jenis spesies tanaman ada yang daapat tumbuh dengan
suhu yang samanamun tiap jenis tanaman memiliki suhu optimal untuk pertumbuhan
dan perbanyakan (Wattimena, et al, 1991). Pertumbuhan organ tanaman secara in
vitro yang optimal seringkali memerlukan adanya cahaya, namun tidak demikian
dengan proses pembelahan. Awal pembelahan sel dari eskplan yang dikulturkan dan
pertumbuhan kalus kadang-kadang dihambat oleh adanya cahaya (Wattimena et al.,
1991).

Pengamatan struktur kalus dan warna kalus dilakukan secara visual dan
menggunakan pinset. Struktur kalus yang dihasilkan pada berbagai jenis ekslan (tunas
pucuk, embrio dan mahkota bunga)ditampilkan pada Tabel 2 dan secara umum dapat
dilihat pada Gambar 3 . Dari Tabel 2 dapat dilihat bahwa respon berbagai jenis
eksplan yang dikulturkan pada berbagai media kultur memperlihatkan perbedaan

Gambar 3. Respon berbagai jenis eksplan pada berbagai media kultur

terhadap struktur kalus dan warna kalus tanaman penghasil gaharu. Umumnya
struktur kalus yang terbentuk pada percobaan ini berbentuk remah dan kompak dan
mempunyai warna yang berbeda.

Berdasarkan hasil yang beranekaragam tersebut struktur kalus yang diperoleh
pada percobaan ini data dipengaruhi oleh genotip eksplan yang digunakan serta media
kultur yang digunakan. Wattimena et al(1992) menyatakan bahwapembentukan kalus
atau organ pada  kultur in vitro lebih dipengaruhi oleh genotype, inisiasi
kultur,lingkungan tumbuh dan fisiologi jaringan yang digunakan. Bentuk, tekstur,
warna dan kemampuan morfogenetik serta diferensiasi sel tergantung pada umur dan

kemurnian jaringan yang digunakan sebagai eksplan. Perbedaan yang terjadi akan
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lebih besar jika eksplan tersusun lebih dari satu jenis sel(George dan Sherrington,
1984).

Kalus dari berbagai spesies dapat berbeda tekstur, viabilitas dan warna dan
pembentukan kalus ditandai dengan perubahan tekstur eksplan menjadi kasar dan
permukaannya mengkilat saat terpantul cahaya (Wetherell, 1982). Berdasarkan hasil
percobaan di atas menunjukkan bahwa umumnya struktur kalus tersebut kompak maka
jenis kalus ini cocok dimanfaatkan untuk organogenesis. Triatminingsih et al,(2000)
menyatakan bahwa bentuk dan warna kalus akan menentukanarah morfogenesis
selanjutnya. Kalus yang remah cocok dimanfaatkan untuk embriogenesis sedangkan
kalus yang kompak untuk organogenesis.

Struktur kalus kompak yang diperoleh pada penelitian ini mengambarkan bahwa
peluang kalus untuk dikembangkan dan ditumbuhkan lebih lanjut menjadi tanaman
untuh(plantlet) secara langsung lebih besar. Hal ini dapat menjadi suatu nilai tambah
bagi pemuliaan tanaman dalam rangka upaya mengatasi kelangkaan tanaman

penghasil gaharu secara in vitro.

B. Percobaan mencari jenis media kultur
B.1. Persentase Eksplan Hidup dan Eksplan Membentuk Kalus pada Berbagai Media

Hasil pengamatan persentase eksplan membentuk kalus tanaman gaharu
selama 6 minggu akibat perlakuan berbagai jenis media kultur setelah dianalisis secara
statistik, menunjukkan pengaruh berbeda nyata setelah dilanjutkan dengan uji BNJ
pada taraf 5 % yang disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3 memperlihatkan bahwa persentase eksplan hidup dan membentuk
kalus tetinggi dijumpai pada media kultur MS yang berbeda nyata dengan perlakuan
media kultur lainnya. Eksplan tunas yang dikulturkan pada media MS telah
menghasilkan persentase eksplan hidup dan membentuk kalus tertinggi yaitu sebesar
85% dan 65%. Hal ini memperlihatkan bahwa adanya respon yang kuat dari tunas
dalam menyerap unsure hara yang ada pada media MS dan hormon endogen yang
terdapat pada eksplan ibu tulang daun sehingga merangsang perkembangan jaringan
untuk membentuk kalus. Selain itu terbentuknya kalus yang tinggi pada jenis eksplan
ini disebabkan ibu tulang daun mempunyai banyak jaringan pengangkut yang
berfungsi sebagai jalur transportasi fotosintat sehingga banyak mengandung nutrisi
dan hormon endogen. Dengan adanya zat pengatur tumbuh endogen sehingga
mengakibatkan proses proliferasi sel mengarah pada pembentukan kalus yang tinggi.

Sesuai dengan pendapat Warneing dan Philips (1981) bahwa hormon endogen saja
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yang terdapat dalam jaringan eksplan akan mempengaruhi proses fisiologis dan
morfologis tanaman. Disamping itu menurut Mandang (2000) bahwa media MS
merupakan jenis media yang paling banyak dipakai dalam kultur jaringan dimana
keistimewaan dari media MS adalah kandungan nitrat, kalium dan ammonium yang
tinggi(Kyte, 1990).

Tabel 3. Persentase eksplan tunas hidup dan persentase eksplan tunas

membentuk kalus pada berbagai jenis Media Kultur sampai
umur 6 Minggu Setlah Kulur

Media Kultur Persentase Eksplan | Persentase Eksplan
hidup(%0) Membentuk Kalus
(%)

Tunas + MS (M1) 85,00 a 65,00 a
Tunas + WPM (M2) 65,00 b 45,00 b
Tunas+B5 (M3) 50,00 c¢ 30,00 ¢
KK=
10,00%

Angka-angka pada kolom yang sama diikuti oleh huruf kecil yang sama
berbeda tidak nyata menurut uji BNJ pada taraf 5%

Empat faktor yang mempengaruhi pertumbuhan dan morfogenesis tanaman
dalam kultur jaringan yaitu genotype, media,lingkungan tumbuh dan fisiologi jaringan
tanaman sebagai eskplan (Wattimena, et al, 1991). Pada dasarnya setiap tanaman
dapat digunakan sebagai sumber eksplan, tetapi sel-sel yang telah mengalami
differensiasi lebih sukar ditumbuhkan dibandingkan dengan sel meristematik.Scheiden
dan Schwan mengatakan bahwa sel mempunyai kemapuan otonom dan totipotensi.
Totipotensi adalah kemampuan setiap sel darimana saja sel itu diambil, bila
ditempatkan dalam lingkungan yang sesuai akan tumbuh menjadi tanaman yang

sempurna (Hendaryono dan Wijayani, 1994).

Persentase terbentuknya kalus yang tinggi pada eksplan tunas dibandingkan
eksplan lainnya juga disebabkan fenol yang dikeluarkan oleh kedua jenis eksplan di
atas,sehingga menyebabkan persentase eksplan yang bertahan hidup lebih sedikit dan
peluang untuk berkembang membentuk kalus lebih kecil dibandingkan dengan eksplan
ibu tulang daun. Rendahnya persentase terbentuknya kalus disebabkan terganggunya
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keseimbangan hormone endogen atas batas optimum, sehingga proses proliferasi sel
akhirnya menjadi terganggu dan akibatnya jumlah eksplan yang membentuk kalus
menjadi menurun.  Secara umum persentase terbentuknya kalus yang rendah juga
disebabkan besarnya pengaruh fenol yang dikeluarkan oleh semua jenis eksplan. Dari
penelitian yang telah dilakukan diperoleh bahwa ternyata kemampuan eksplan tunas
pucuk gaharu untuk membentuk kalus lebih rendah dibandingkan pada eksplan ibu
tulang daun. Kenyataan ini bertolak belakang dengan pendapat para ahli terdahulu
yang menyatakan bahwa untuk beberapa tanaman tunas pucuk dan tunas aksilar
terbukti sebagai eksplan yang paling memuaskan dalam pembentukan kalus dan pada
umumnya jaringan tanaman yang sedang tumbuh aktif cenderung untuk tumbuh lebih
baik dibandingkan bagian tanaman yang lebih tua (Drew, 1980). Selanjutnya Gunawan
(1988) menyatakan bahwa eksplan yang dapat menghasilkan terutama kalus adalah
hipokotil, kotiledon, tunas pucuk, mebrio muda, tunas samping dan jaringan yang
masih aktif membelah.

Kesulitan dalam mengembangkan tanaman berkayu adalah mendapatkan
eksplan yang steril, karena tanaman induk tumbuh di lapangan, kemampuan regenerasi
yang sangat lemah serta sering mengeluarkan senyawa fenol yang menyebabkan racun
terhada media tanam dan tanaman itu sendiri sehingga menggangu pertumbuhan dan
perkembangan kultur (Gunawan, 1988). Induksi kalus diawali dengan pengkerutan
eksplan kemudian diikuti dengan munculnya kalus pada permukaan eksplan yang
mengalami perlukaan. Menurut Hendaryono dan Wijayani (1994) kalus merupakan
sel-sel yang belum terdeferensiasi yang terbentuk pada salah satu atau seluruh irisan
eksplan. Dari hasil penelitian yang diperoleh, secara umum menunjukkan bahwa
metode yang digunakan belum mampu memberikan hasil yang maksimal, namun data
dijadikan sebagai informasi awal bagi pemuliaan tanaman dalam upaya kegiatan
penyelamatan dan pelestarian tanaman penghasil gaharu secara in vitro.

Menurut Gunawan (1988) kemampuan pembentukan kalus dari jaringan
tergantung antara lain; umur fisiologis dan jaringan waktu diisolasi, bagian tanaman
yang dipakai sebagai sumber eksplan dan jenis tanaman. Pembentukkan kalus terjadi
jika perbandingan anatara konsentrasi Auksin dan Sitokinin dalam keadaan seimbang
baik endogen maupun eksogen (Rao,Sin, Kothagoda, and Hutchinson, 1981 ; dan
Widiastoety , 1985).
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Selanjutnya perbedaan bagian bahan eksplan akan mempengaruhi
kemampuan eksplan membentuk kalus, sebagaimana pendapat Wiendi,Wattimena, dan
Gunawan (1991) bahwa kemampuan eksplan membentuk kalus dan laju
pertumbuhannya dapat berbeda antar bagian jaringan eskplan. Hal ini sesuai dengan
hasil percobaan Masyudi (1993) yang mana terdapat perbedaan kemampuan eksplan
membentuk kalus dan daya regenerasi kalus antara bagian-bagian dari jaringan

eksplan.

Faktor lain yang berpengaruh adalah lingkungan tempat tumbuh, yang paling
utama cahaya dan suhu ruang kultur. Temperatur ruangan dapat mempengaruhi proses
fisiologis eksplan. Murashige menggaris bahwa suhu ruang kultur in vitro hendaknya
20 — 25 oC, walaupun bebrapa jenis spesies tanaman ada yang daapat tumbuh dengan
suhu yang samanamun tiap jenis tanaman memiliki suhu optimal untuk pertumbuhan
dan perbanyakan (Wattimena, et al, 1991). Pertumbuhan organ tanaman secara in
vitro yang optimal seringkali memerlukan adanya cahaya, namun tidak demikian
dengan proses pembelahan. Awal pembelahan sel dari eskplan yang dikulturkan dan
pertumbuhan kalus kadang-kadang dihambat oleh adanya cahaya (Wattimena et al.,
1991).

C. Mencari Zat Pengatur Tumbuh
C.1. Persentase Eksplan Hidup dan Saat Eksplan Membentuk Kalus

Berdasarkan analisis ragam persentase eksplan hidup dan saat eksplan
membentuk kalus tanaman gaharu (Aquilaria malacensis Lamk) umur 6 minggu
setelah tanam pada konsentrasi 2,4-D memberikan pengaruh berbeda nyata, setelah

dilanjutkan dengan uji BNJ pada taraf 5 % yang disajikan pada Tabel 4.

Tabel 4 memperlihatkan bahwa persentase eksplan yang hidup tetingi dan
saat eksplan membentuk kalus tercepat dijumpai pada pemberian konsentrasi 2,50
ppm 2,4-D (D5)berbeda tidak nyata dengan 2,00 ppm 2,4-D(D4) dan berbeda nyata

dengan perlakuan lainnya.

Hal ini disebabkan karena berbagai kombinasi konsentrasi Auksin(2,4-D)
berbeda mampu mendorong pertumbuhan dan perkembangan eksplan sehingga

eksplan mempunyai kemampuan untuk dapat dapat hidup. Moore (1979) ; George dan
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Sherrington (1984) melaporkan bahwa pemberian zat pengatur tumbuh Auksin dan
Sitokinin pada konsentrasi rendah mampu merangsang pertumbuhan dan
perkembangan eksplan serta mempertahankan daya hidup jaringan eksplan, tetapi
pada konsentrasi yang tinggi zat pengatur tumbuh dapat bersifat menghambat
perkembangan morfogenesisi eksplan. Perimbangan konsentrasi zat pengatur tumbuh
Auksin dan Sitokinin dalam jaringan eksplan dapat meningkatkan kemapuan hidup,

pertumbuhan dan perkembangan jaringan eksplan (Satria, Dwipa, dan Jamsari, 1999)

Tabel 4. Persentase Eksplan Hidup dan Saat Eksplan Membentuk Kalus pada
Konsentrasi 2,4-D sampai umur 4 Minggu Setelah Kultur

Perlakuan % Eksplan Hidup Saat eksplan berkalus (hari)
DO= (0,0 mg/L 2,4-D) 35.00 e 27,8 1,27 d
D1 = (0,5 mg/L 2,4-D) 40,00 de 25,5+1,27d
D2 = (1,0 mg/L 2,4-D) 45,60 cd 22,40 + 1,27 cd
D3 = (1,5 mg/L 2,4-D) 51,50 bc 19,00 + 1,27 bc
D4 = (2,0 mg/L 2,4-D) 68,40 ab 12,40 + 1,27ab
D5 = (2,5 mg/L 2,4-D) 79,17 a 10,00 + 1,273
KK= =15,70 KK=11,89

Angka yang diikuti huruf kelas yang sama menunjukkan berbeda tidak nyata
berdasarkan uji BNJ taraf nyata 5%.

Jenis dan komposisi media sangat mempengaruhi besarnya daya tahan eksplan
untuk hidup pada media tersebut, sedangkan zat pengatur tumbuh Auksin dan
Sitokinin endogen yang terdapat pada eskplan dan eksogen yang ditambahkan
berpengaruh terhadap besarnya penyerapan zat makanan yang tersedia dalam media
kultur sehingga eksplan dapat bertahan hidup lebih lama( George dan Sherrington,
1984). Bila pertumbuhan eksplan baik dapat meningkatkan daya tahan hidup eksplan
(Gunawan, 1988). Respon perubahan eksplan perlakuan D5 setelah dikulturkan dapat
dikatakan cukup cepat. Kalus dapat mucul pada permukaan eksplan dan dari pelukaan
yang dilakukan. Sesuai penelitian Priyono et al. (2000), eksplan dapat membentuk
kalus pada beberapa minggu setelah penaburan. Terbentuknya kalus disebabkan
adanya rangsang luka (Fowler, 1983). Rangsang tersebut menyebabkan keseimbangan

pada dinding sel berubah arah, sebagian protoplas mengalir ke luar sehingga mulai
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terbentuk kalus. Untuk pembentukan kalus, tergantung pada jenis eksplan yang
digunakan, komposisi media kultur, dan kandungan hormon auksin endogen dan
eksogen dimana sebaiknya dipakai kadar auksin tinggi (Suryowinoto, 1985 dalam

Ambarwati, 1987). Sesuai dengan yang dipaparkan oleh Kumianjani (2015), bahwa

hal ini disebabkan karena pembentukan kalus pada eksplan secara fisiologi
dipengaruhi oleh perubahan genetik pada sel tanaman oleh auksin. Sel yang merespon
auksin akan menyebabkan dediferensiasi dan memacu pembelahan sel, senyawa
auksin 2,4-D merupakan jenis auksin yang berperan dalam merangsang perbesaran dan

sangat baik dalam pembelahan sel untuk membentuk kalus.

C.2. Persentase Eksplan Membentuk Kalus

Berdasarkan analisis ragam persentase eksplan berkalus setelah tanam pada
konsentrasi 2,4-D memberikan pengaruh berbeda nyata, setelah dilanjutkan dengan uji
BNJ pada taraf 5 % dan kalus yang terbentuk nertekstur kompak dapat dilihat pada
Tabel 5.

Tabel 5. Persentase Eksplan Berkalus dan Tekstur Kalus pada Konsentrasi
2,4-D sampai umur 4 minggu Setelah Kultur

Perlakuan % Eksplan Berkalus Tekstur Kalus

D0= (0,0 mg/L 2,4-D) 10,00 d Kompak

D1 =(0,5mg/L 2,4-D) 15,00 d Kompak

D= (1,0 mg/L 2,4-D) 20,00 cd Kompak

D3 = (1,5 mg/L 2,4-D) 25,00 bc Kompak

D4 = (2,0 mg/L 2,4-D) 30,00 b Kompak

D5 = (2,5 mg/L 2,4-D) 40,00 a Kompak

KK =% 15,50

Keterangan : angka yang diikuti huruf kelas yang sama menunjukkan berbeda tidak nyata
berdasarkan uji BNJ taraf nyata 5%.

Induksi kalus diawali dengan pengkerutan eksplan kemudian diikuti dengan
munculnya kalus pada permukaan eksplan yang mengalami perlukaan. Menurut
Hendaryono dan Wijayani (1994) kalus merupakan sel-sel yang belum terdeferensiasi
yang terbentuk pada salah satu atau seluruh irisan eksplan. Dari hasil penelitian yang
diperoleh, secara umum menunjukkan bahwa metode yang digunakan belum mampu
memberikan hasil yang maksimal, namun data dijadikan sebagai informasi awal bagi
pemuliaan tanaman dalam upaya kegiatan penyelamatan dan pelestarian tanaman

penghasil gaharu secara in vitro.
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Struktur kalus merupakan suatu penanda yang digunakan untuk menentukan
kualitas suatu kalus. Kalus secara visual dapat dibedakan menjadi tiga tipe, yaitu kalus
kompak, intermediet, dan remah. George dan Sherrington (1984) menyatakan bahwa
bentuk, tekstur/struktur, warna dan kemampuan morfogenetik serta diferensiasi sel
tergantung pada umur dan kemurnian jaringan yang digunakan sebagai eksplan.
Perbedaan yang terjadi akan lebih besar jika eksplan tersusun lebih dari satu jenis sel.
Kalus dari berbagai spesies dapat berbeda tekstur, viabilitas dan warna dan
pembentukan kalus ditandai dengan perubahan tekstur eksplan menjadi kasar dan
permukaannya mengkilat saat terpantul cahaya (Wetherell, 1982). Berdasarkan hasil
percobaan di atas menunjukkan bahwa umumnya struktur kalus tersebut kompak maka
jenis kalus ini cocok dimanfaatkan untuk organogenesis. Triatminingsih et al ( (2000)
menyatakan bahwa bentuk dan warna kalus akan menentukanarah morfogenesis
selanjutnya. Kalus yang remah cocok dimanfaatkan untuk embriogenesis sedangkan

kalus yang kompak untuk organogenesis.

C.3. Warna Kalus

Warna kalus merupakan suatu penanda yang digunakan untuk menentukan
kualitas suatu kalus. Warna kalus dari eksplan daun umumnya memiliki warna hijau
hingga putih kekuningan. Berikut ditampilkan data hasil pengamatan warna kalus pada
Tabel 6.

Tabel 6. Data hasil warna kalus tanaman gaharu sesuai
dengan Munsell Color Chart sampai umur 4 Minggu
Setelah Kultur
Perlakuan Warna Kalus Kalus

DO Pale Yellow

D1 Yellow

D2 Pale Yellow
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D3 White
D4 Yellow
D5 Pale Yellow

Dari data dapat dilihat bahwa warna kalus yang diperoleh dalah putih
kehijauan, putih kekuningan, dan kecoklatan. Kalus yang bewarna putih kehijauan
menandakan bahwa kalus mempunyai sel-sel yang masih aktif membelah dan
mengandung klorofil. Kalus yang bewarna putih kekuningan merupakan jaringan yang
belum mengandung kloroplas, tetapi memiliki kandungan butir pati yang tinggi, selain
itu kalus berwarna putih terang medandakan bahwa kalus memiliki pertumbuhan dan
dalam keadaan yang baik (Tsuro, 1998). Sedangkan kalus yang bewarna kecoklatan
merupakan kalus yang selnya telah rusak atau selnya tidak aktif membelah lagi. Hal

ini dapat terjadi karena terlambatnya dilakukan kegiatan subkultur.

Perbedaan warna kalus disebabkan oleh adanya perbedaan perkembangan tiap
kalus. Warna putih kehijauan merupakan awal terjadinya morfogenesis (Phisesa,
2008). Perubahan warna terjadi dapat disebabkan karena adanya pigmentasi dari
klorofil yang mengalami degradasi. Semakin banyak kebaradaan klorofil semakin
hijau warna kalus, begitu pula sebaliknya.

C.4. Persentase eksplan kalus bertahan hidup dan saat kalus beregenerasi

Hasil sidik ragam terhadap persentase eksplan kalus bertahan hidup dan saat
kalus bergenerasi, dimana setelah kalus yang terbentuk pada percobaan tahap
seebelumnya disubkutur pada perlakuan berbagai kombinasi konsentrasi 2,4-D dan

BAP yang memberikan pengaruh berbeda nyata terhadap persentase kalus bertahan
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hidup dan saat kalus beregenerasi setelah dilanjutkan dengan uji BNJ pada taraf 5 %

yang disajikan pada Tabel 7.

Tabel 7 memperlihatkan bahwa persentase eksplan yang hidup tertinggi dan
saat kalus beregenerasi tercepat(Gambar 4) dijumpai pada pemberian kombinasi
konsentrasi 2,50 ppm 2,4-D + 3,00 BAP (K3) berbeda nyata dengan perlakuan

lainnya.

Hal ini disebabkan karena berbagai kombinasi konsentrasi Auksin(2,4-D)
dan Sitokinin (BAP) mampu mendorong pertumbuhan dan perkembangan eksplan
sehingga eksplan kalus mempunyai kemampuan untuk dapat hidup dan memiliki
kemampuan berregenerasi membentuk shootlet. Moore (1979) ; George dan
Sherrington (1984) melaporkan bahwa pemberian zat pengatur tumbuh Auksin dan
Sitokinin pada konsentrasi rendah mampu merangsang pertumbuhan dan
perkembangan eksplan serta mempertahankan daya hidup jaringan eksplan, tetapi
pada konsentrasi yang tinggi zat pengatur tumbuh dapat bersifat menghambat
perkembangan morfogenesisi eksplan. Perimbangan konsentrasi zat pengatur tumbuh
Auksin dan Sitokinin dalam jaringan eksplan dapat meningkatkan kemapuan hidup,

pertumbuhan dan perkembangan jaringan eksplan (Satria, Dwipa, dan Jamsari, 1999)

Tabel 7. Persentase eksplan kalus bertahan hidup dan saat kalus beregerasi
Sampai umur 16 minggu setelah kalus disubkultur pada kombinasi
konsentrasi 2, 4-D (mg/L) + BAP(mg/L) pada umur 8 Minggu Setelah

Kultur
Kombinasi Konsentrasi | % kalus hidup Saat kalus

2,4-D (mg/L) + BAP Beregenerasi
(mg/L) menjadi shootlet

0,00 + 0,00 (KO) 29,00d 23,00 b

2,50 + 0,00 (K1) 45,00 ¢ 15,00 a

2,50 + 1,50 (K2) 65,50 b 14,33 a

2,50 + 3,00 (K3) 79,13 a 10,00 a
KK (%) = 16,59 21,65

Angka-angka pada kolom yang sama diikuti oleh huruf kecil yang sama
berbeda tidak nyata menurut BNJ pada taraf 5%

Jenis dan komposisi media sangat mempengaruhi besarnya daya tahan

eksplan untuk hidup pada media tersebut, sedangkan zat pengatur tumbuh Auksin
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dan Sitokinin endogen yang terdapat pada eskplan dan eksogen yang ditambahkan
berpengaruh terhadap besarnya penyerapan zat makanan yang tersedia dalam media
kultur sehingga eksplan dapat bertahan hidup lebih lama( George dan Sherrington,
1984). Bila pertumbuhan eksplan baik dapat meningkatkan daya tahan hidup eksplan
(Gunawan, 1988).

Perbedaan kombinasi konsentrasi 2,4-D + BAP mememberikan pengaruh
terhadap persentase eksplan kalus membentuk shootlet dan jumlah shootlet yang
terbentuk. Pemberian kombinasi konsentrasi zat pengatur tumbuh 2,4-D 2,50 ppm
dan 3,00 ppm BAP dalam keadaan seimbang mendorong pertumbuhan dan
perkembangan eksplan membentuk shootlet yang lebih tinggi. Perbanyakan dengan
menggunakan kalus diharapkan terjadinya organogenesis yang meruapakan salah
sumber keragaman genetic dengan terjadinya kemungkinan variasi somaklonal
(Wattimena et al., 1991). Wattimena (1988) , Agusta (1995), Wattimena (1988) dan
Satria (1999) mengatakan bahwa kalus dapat beregenrasi membentuk shootlet

apabila terjadi keseimbangan antara zat pengatur tumbuh auksin dan sitokinin.

C.5. Persentase Kalus Beregenerasi Membentuk Shootlet dan Plantlet

Hasil sidik ragam terhadap persentase kalus beregenerasi membentuk
shootlet dan plantlet, setelah kalus yang terbentuk pada percobaan tahap
seebelumnya disubkutur pada perlakuan berbagai kombinasi konsentrasi 2,4-D dan
BAP yang memberikan pengaruh berbeda nyata terhadap persentase kalus
beregenerasi membentuk shootlet dan plantlet setelah dilanjutkan dengan uji BNJ
pada taraf 5 % yang disajikan pada Tabel 8. Tabel tersebut memperlihatkan bahwa
persentase kalus beregenerasi membentuk shootlet dan plantlet tertinggi(Gambar 5)
dijumpai pada pemberian kombinasi konsentrasi 2,50 ppm 2,4-D + 3,00 BAP (K3)
berbeda nyata dengan perlakuan lainnya.

Hal ini disebabkan karena berbagai kombinasi konsentrasi Auksin(2,4-D) dan
Sitokinin ~ (BAP) mampu mendorong pertumbuhan dan  perkembangan
eksplan sehingga eksplan kalus mempunyai kemampuan untuk dapat hidup dan
memiliki kemampuan berregenerasi membentuk shootlet. Moore (1979); George dan
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Sherrington (1984) melaporkan bahwa pemberian zat pengatur tumbuh Auksin dan
Sitokinin pada konsentrasi rendah mampu merangsang pertumbuhan dan
perkembangan eksplan serta mempertahankan daya hidup jaringan eksplan, tetapi
pada konsentrasi yang tinggi zat pengatur tumbuh dapat bersifat menghambat
perkembangan morfogenesisi eksplan.

Tabel 8. Persentase kalus membentuk Shootlet dan Plantlet pada berbagai
konsentrasi BAP dan pada Media MS pada umur 8 Minggu Setelah

Kultur
Kombinasi Konsentrasi | % kalus membentuk % Kalus membentuk
2,4-D (mg/L) + BAP | shootlet plantlet
(mg/L)

2,50 + 0,00 (KO0) 5,00d 12,00 ¢
2,50 + 0,00 (K1) 30,00 ¢ 15,00 ¢
2,50 + 1,50 (K2) 45,20 b 30,00 b
2,50 + 3,00 (K3) 56,67 a 50,00 a

KK (%) = 16,59 21,65

Angka-angka pada kolom yang sama diikuti oleh huruf kecil yang sama berbeda tidak
nyata menurut BNJ pada taraf 5%Tabel 8

Perimbangan konsentrasi zat pengatur tumbuh Auksin dan Sitokinin dalam jaringan
eksplan dapat meningkatkan kemapuan hidup, pertumbuhan dan perkembangan
jaringan eksplan (Satria, Dwipa, dan Jamsari, 1999) .

Gambar 3. Shootlet dan plantlet tanaman gaharu (Aquilaria malacenssis Lamk)
yang terbentuk setelah kalus disubkultur pada berbagai kombinasi
konsentrasi 2,4 D dan BAP) pada media MS umur 12 minggu setelah
disubkultur

Satria, Ferita, Dwipa and Jamsari , 1999b and and Pierik, 1987 menyatakan
bahwa karena ZPT endogen maupun eksogen Sitokinin mampu memacu sitokinesis,
terjadi peningkaatan jumlah sel. Sitokinesis adalah proses pembelahan sel, dimana
sel-sel yang telah menyerap air lebih banyak, terjadi penambahan plasma serta diikuti
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dengan sel-sel tersebut tumbuh memanjang, selanjutnya sel mengalami diferensiasi
yang menyebabkan sel-sel tersebut mengalami spesialisasi fungsi.

Selanjutnya zat pengatur tumbuh endogen Auksin yang rendah dan Sitokinin
tinggi yang terkandung dalam eksplan,tetapi dalam keadaan seimbang mendorong
pertumbuhan eksplan dan perkembangan eksplan membentuk shootlet. Satria, Hervani
dan Gustian (2005) melaporkan bahwa Stokinin tinggi berfungsi dalam merangsang
pembentukan tunas, berpengaruh terhadap metabolisme sel dan merangsang sel .
Wiendi , et al(1991); dan Wattimena 1988 melaporkan bahwa pertumbuhan dan
morfogenesis tanaman membentuk shootlet dan plantlet secara in vitro dikendalikan
oleh keseimbangan dari zat pengatur tumbuh Auksin dan Sitokinin dalam jaringan
eksplan.

D. Penyimpanan Plantlet

Hasil sidik ragam terhadap persentase plantlet bertahan hidup pada media
penyimpanan MS yang diperkaya dengan zat penghambat tumbuh manitol pada
berbagai konsentrasi setelah plantlet dipindahkan pada media penyimpanan tersebut
menunjukkan perlakuan berbagai konsentrasi ZPT , memberikan pengaruh berbeda
nyata terhadap persentase plantlet bertahan hidup setelah dilanjutkan dengan uji BNJ
pada taraf 5 % yang disajikan pada Tabel 8. Tabel tersebut memperlihatkan bahwa
persentase plantlet bertahan hidup tertinggi (Gambar 6) dijumpai pada pemberian
konsentrasi 10 ppm manitol yang berbeda nyata dengan perlakuan lainnya.

Tabel 9. Persentase plantlet hidup pada media penyimpanan
yang mengandung konsntrasi mannitol pada umur 8 Minggu
Setelah Kultur

Konsentrasi Mannitol (ppm) Persentase Plantlet Hidup (%)
0,00 5 d
5,00 70 b
10,00 90a
15,00 70 b
KK= % 17,50

Angka-angka pada kolom yang sama diikuti oleh huruf kecil yang sama berbeda
tidak nyata pada taraf 5%
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Persentase plantlet bertahan hidup berkisar 50 - 90% dan yang terbaik
dijumpai pada perlakuan konsentrasi mannitol 10 ppm , dimana berbeda nyata dengan
perlakuan lainnya. Hal ini disebabkan karena adanya pengaruh berbagai konsentrasi
zat penghambat tumbuh mannitol, dimana konsentrasi mannitol tertentu dapat

memperpanjang masa simpan plantlet.

Gambar 4. Plantlet hidup

Gati (2000) memlaporkan bahwa pemberian tekanan osmotik  dengan
menambahkan bahan osmotic seperti mannitol dapat memperpanjang masa simpan
bahan tanam. Selanjutnya Heshan (1982) Cit Suryowinoto (1996) penekanan
pertumbahan samapi sekecil mungkin, jika dapat bahkan sampai nol. Semakin tinggi
konsentrasi yang diberikan maka jumlah daun yang terbentuk juga semakin sedikit.

KESIMPULAN DAN SARAN
A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat ditarik kesimpulan sebagai

berikut:

1. Jenis ekplan memberikan pengaruh terhadap pertumbuhan dan perkembangan
eksplan. Embrio merupakan eksplan terbaik dalam persentase eksplan bertahan
hidup, vyaitu 95%; saat eskplan membentuk kalus tercepat yaitu: 12 hari;
persentase eksplan mmbentuk kalus, yaitu: 56,33%. Kalus yang terbentuk
memiliki tekstur bervariasi mulai remah sampai kompak dengan warna kalus hijau
dan putih kekuningan.
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2. Jenis media kultur memberikan pengaruh pada pertumbuhan dan perkembangan
eksplan. MS merupakan media terbaik dalam persentase eksplan hidup tertinggi,
yaitu: 85% dan eksplan membentuk kalus tertinggi yaitu :65%.

3. Perlakuan Zat Pengatur Tumbuh 2,4-D memberikan pengaruh terhadap induksi dan
regenerasi kalus tanaman gaharu (Aquilaria malacensis Lamk) dimana konsentrasi
2,5mg/L 2,4-D merupakan perlakuan terbaik pada persentase eksplan hidup, saat
mulai berkalus, persentase eksplan membentuk kalus, warna kalus dan struktur
kalus. Pemberian kombinasi konsentrasi 2,4-D dan BAP memberikan pengruh

terhadapa regenerasi kalus, dimana konsentrasi 2,5 mg/L 2,4-D + 3,00 mg/L BAP
merupakan perlakuan terbaik pada persentase kalus hidup, saat kalus beregenerasi
dan persentase kalus bergenerasi membentuk shootlet dan plantlet .

4. Perlakuan Mannitol memberikan pengaruh terhadap penyimpan plantlet tanaman
gaharu dimana konsentrasi Mannitol 15 ppm merupakan perlakuan terbaik paada

plantlet bertahan hidup.

B. Saran

Disarankan untuk melakukan penelitian lebih lanjut mengenai aklimatisasi plantlet
hasil kultur jaingan dengan menggunakan komposisi media tumbuh dan dosis FMA
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